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RESUME

Le morphogéne Sonic hedgehog (Shh) est requis pour le guidage axonal des neurones
commissuraux lors du développement de la moelle épiniére, phénomeéne impliquant des
é¢vénements de réorganisation du cytosquelette d’actine. Bien qu’il soit généralement admis
que le cytosquelette d’actine soit régulé via les petites GTPases de la famille Rho, un effet
de Shh sur ces protéines clés n’a jamais été observé dans aucun contexte physiologique.
Nous démontrons que Shh active les petites GTPases Racl et Cdc42, tant en lignées
cellulaires qu’en culture primaire de neurones commissuraux embryonnaires. Cette
activation de Racl et Cdc42 est rapide (de I’ordre de 20 minutes) et donc, compatible avec
les effets de guidage induits par Shh sur les neurones commissuraux. En paralléle, nous
avons ¢étudié la protéine Boc, qui est un récepteur de Shh requis pour le guidage axonal des
neurones commissuraux. Nous avons observé que Shh induit une augmentation de la
phosphorylation en tyrosine de la protéine Boc, de facon dépendante de I’activité de
I’effecteur Smoothened et des kinases de la famille Src (SFK), constituant ainsi une piste
pour expliquer comment Shh induit son effet jusqu’aux petites GTPases Racl et Cdc42.
Ces résultats contribuent a raffiner notre compréhension de la transduction cellulaire

induite par Shh lors du guidage axonal des neurones commissuraux.

Mots clés: Shh, Cdc42, Racl, GTPase(s), neurones commissuraux, Boc, phosphorylation

en tyrosine, kinases de la famille Src (SFK), Smoothened
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ABSTRACT

Sonic hedgehog (Shh) is required for axon guidance of commissural neurons during spinal
cord development, which involves reorganization of the actin cytoskeleton. Even if it is
shown that this process is regulated by small Rho GTPases, an effect of Shh on these key
proteins has not been clearly demonstrated. In this study, we show that Shh activates the
small GTPases Racl and Cdc42, both in cell line models and primary cultures of
embryonic commissural neurons. This activation of Racl and Cdc42 occurs rapidly (i.e. 20
minutes), which is compatible with the guidance effects of Shh on commissural neurons. In
parallel, we studied the Boc protein, which is a Shh receptor required for commissural axon
guidance. We observed a Shh-mediated increase of tyrosine phosphorylation on the Boc
protein (which is a Shh receptor required for axon guidance) that is dependent on the
activities of the effector Smoothened and the Src Family Kinases (SFK). This contributes to
our understanding of how Shh induces its effect on Racl and Cdc42. Furthermore, these
results taken together help refine our understanding of the signal transduction mediated by

Shh during axon guidance of commissural neurons.

Keywords: Shh, Cdc42, Racl, GTPase(s), commissural neurons, Boc, tyrosine

phosphorylation, Src Family Kinases (SFK), Smoothened
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CHAPITRE I :
INTRODUCTION ET REVUE DE LA LITTERATURE



CHAPITRE 1

1. INTRODUCTION A LA NEUROLOGIE

1.1. Regard historique sur I’évolution des neurosciences

L’étude du systéme nerveux puise ses origines dans I’aube de I’humanité. Le crane d’un
individu ayant vécu pendant I’ére néolithique porte les traces d’une chirurgie cranienne
ayant été réalisée avec succes, puisque le sujet montre une cicatrisation de son opération
(Alt et al., 1997). Les premicres preuves écrites d’un lien symptomes-lésions cérébrales
remontent aux écrits de 1’Egypte antique, qui ne considéraient cependant pas le cerveau
comme le siege de I’intelligence. Cette école de pensée était soutenue dans certains écrits
grecs anciens et s’opposait aux vues d’Hippocrate (460-370 av. J.-C.) qui défendait la
théorie selon laquelle le cerveau est I’organe essentiel a I’intelligence (Bear et al., 2002).
Cette théorie fut corroborée par Galien (130-200), un médecin romain ayant observé les
conséquences dramatiques induites par des Iésions cérébrales chez ses patients gladiateurs.
Il introduit cependant le principe erroné selon lequel le cerveau communique aux muscles
via un échange de fluides (Dunn, 2003). Cette théorie resta prédominante jusqu’a la
Renaissance et fut d’ailleurs défendue par de grands penseurs de 1’époque des Lumiéres, tel
que Descartes (1596-1650) (Bear et al., 2002). Il fallut attendre jusqu’a I’avénement de
connaissances sur ’¢lectricité (Franklin, en 1751) pour sortir de ce dogme. Constatant que
les muscles répondent a des stimuli électriques (Galvani, en 1771), les scientifiques
conclurent que les muscles et le cerveau communiquent entre eux via des signaux
¢lectriques. On parlait encore toutefois alors d’un «réseau nerveux », ou les unités
nerveuses fusionnaient les unes aux autres, de fagon comparable au systeme sanguin. Cette
conception (erronée) dit confronter 1’avénement de connaissances supportant I’existence
d’unités individuelles, nommées « cellules », composant tout tissu ou organisme. La
« théorie cellulaire » fut soutenue grace a I’apport de différents travaux, réalisés notamment
par Hooke en 1665, Leeuwenhoek en 1674, Schwann et Schleiden en 1838, ainsi que
Virchow en 1858. A la fin du XIXe siécle, Nissl et Golgi élaborérent des techniques
d’histologie permettant de colorer respectivement certaines structures de la cellules
nerveuse (désormais appelé le « neurone »), ou une portion de la population neuronale (voir
figure 1, a gauche) (Golgi et al., 2001 (1886)). La technique de coloration de Golgi fut
reprise par Cajal, qui décrivit des circuits nerveux établis entre les neurones et dirigea ses

travaux pour défendre la « doctrine du neurone », selon laquelle le neurone est I’unité a la
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base du systéme nerveux, tant au niveau structurel que fonctionnel (voir figure 1, a droite).
Golgi et Cajal se virent mériter conjointement le prix Nobel de médecine en 1906 pour

leurs travaux.

Figure 1. Dessin décrivant des observations faites sur des coupes de
mammiféres aprés coloration de Golgi. A gauche : dessin réalisé par
Camillo Golgi publié¢ dans « On the Fine Structure of the Central Organs of
the Nervous System » (1886) montrant les détails structuraux d’une coupe
d’Hippocampi major de lapin. A droite : dessin réalisé par Santiago Ramoén
y Cajal publié dans I’ouvrage « Structure of mammalian retina » en 1900,
représentant les divers types cellulaires contenus dans les couches formant
la rétine.

1.2. Organisation du systéme nerveux
Les découvertes de cette époque, ainsi que les travaux subséquents jusqu’a nos jours, ont
permis de mieux cerner comment est organisé le neurone et comment se forment les
connections nerveuses.

1.2.1. Le neurone
Le neurone est composé de trois principales structures : les dendrites, le soma et I’axone.
Les dendrites regoivent la stimulation nerveuse (provenant d’autres neurones) et la
transmettent vers le soma de la cellule nerveuse. Ils peuvent étre ornés de structures
appelées « épines dendritiques », spécialisées dans la « réception » d’influx provenant d’un
autre neurone. Les dendrites confeérent aux neurones un aspect d’arborisation trés typique :
elles sont disposés tout autour du soma, auquel elles sont rattachées.
Le soma tient lieu de corps cellulaire du neurone et contient le noyau ainsi que les
organelles nécessaires au bon fonctionnement de 1’entité cellulaire. Le soma est comparable

en de nombreux point a la plupart des cellules animales.
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L’axone, en revanche, est une structure spécifique a la cellule nerveuse, étant hautement
spécialisé dans la transmission de I’influx nerveux.
1.2.2. Création de réseaux neuronaux

L’axone prend une importance toute particuliere lors du développement nerveux
embryonnaire, puisqu’il s’agit de la partie du neurone devant naviguer a travers un
environnement complexe pour atteindre le tissu cible. Afin de former des réseaux
synaptiques fonctionnels, les cellules nerveuses doivent passer une série d’étapes cruciales.
(1) La genese cellulaire doit évidemment étre effectuée correctement afin de générer des
neurones fonctionnels. Ces neurones doivent également migrer au bon endroit, dans le
compartiment qui leur est destiné. (2) Une fois le neurone différentié, son axone se dirige
vers sa cible en subissant 1’effet de divers signaux de guidage présents le long de sa route,
au sein de I’embryon en développement. (3) Une fois en contact avec le tissu-cible
(pouvant étre une autre cellule nerveuse ou un muscle), le neurone doit se connecter de
facon efficace et étre en mesure de transmettre un influx nerveux, sans quoi il ne survivra
pas.

Dans le cadre de 1’étude des mécanismes moléculaires induits par Sonic hedgehog lors du
développement embryonnaire des neurones, les étapes de genese des neurones et de

guidage axonal sont pertinentes et seront donc décrites plus en détails.

2. SPECIFICATION DU DESTIN CELLULAIRE DES NEURONES DU TUBE
NEURAL
2.1. Genese des neurones du tube neural
2.1.1. Formation du tube neural

Chez les chordés, I’embryon se développe a partir de trois feuillets primitifs de cellules,
appelés I’endoderme, le mésoderme et I’ectoderme mis en place lors de la gastrulation.
L’endoderme engendre les organes digestifs, une partie des structures respiratoires, la
vessie et certaines glandes. Le mésoderme donne naissance aux organes internes, (excluant
le systéme nerveux et les structures issues de I’endoderme), comprenant entre autres la
notocorde (aussi appelée la « corde ») et les somites (générant muscles, vertebres et derme).
L’ectoderme engendre le systéme nerveux ainsi que les tissus externes (comprenant

I’épiderme). Les cellules de I’ectoderme mises en présence du facteur « Bone Morphogenic
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Protein 4 » (BMP-4) se développent en « ectoderme externe », duquel naitront les cellules
¢pidermales. En absence de BMP-4 ou en présence de signaux inhibiteurs des BMP-4,
I’ectoderme engendre le « neuroectoderme » (comprenant les cellules de la plaque neurale
et de la créte neurale) lors d’une étape appelée la neurulation (Albert et al., 2002c; Basch et
al., 2004; Lee and Jessell, 1999; Stern, 2005).

La neurulation s’initie par la

somite

plaque tube neyral formation de la plaque neurale.
neurale
f | T Ensuite, les cellules de la créte

neurale, situées entre les cellules de

A notocorde

C/_V

épiderme créte
neurale

)

la plaque basale et de I’épiderme,

induisent une courbure et puis une

invagination du neuroectoderme,

7N

gouttiére
I neurale I

\\_/\/
B\_/\—/

constituant la gouttiére neurale. Il y a

ensuite fusion des replis et fermeture

de la gouttiere neurale, engendrant

ainsi la formation du tube neural.

Figure 2. Schéma représentant les étapes survenant lors de la
neurulation, vues en sections transversales d’un embryon
vertébré. (A) Les trois feuillets primitifs sont disposés en couches,
I'un sur l’autre : I’ectoderme du c6té dorsal (en bleu et gris),
I’endoderme du c6té ventral (en jaune) et le mésoderme au centre (en
rose). Lors de cette étape, il y formation de la plaque neurale,
comprise dans le neuroectoderme (domaines illustrés en bleu). (B) Il 'y
a ensuite formation de la gouttiére neurale, induite par courbure du
neuroectoderme. (C) Puis s’en suit la fusion des plis de la gouttiere
neurale, ou on assiste a la formation du tube neural. (D) L’épiderme
recouvre ensuite le neuroectoderme, en étendant son domaine au-
dessus des cellules de la créte neurale.

L’épiderme recouvre ensuite le
neuroectoderme. Les cellules de la
créte neurale engendreront systéme
nerveux périphérique tandis que
celles du tube neural donneront
naissance au systéme nerveux central

(voir figure 2).

2.1.2. Différenciation des neurones du tube neural
Une fois le tube neural formé, les cellules qui le composent sont encore des progéniteurs
non-différenciés (neuroblastes) ; ils se développeront cependant ensuite en une variété de
classes distinctes de neurones selon leur position dans le tube neural, sous I’influence de
différentes molécules émises lors de I’embryogeneése.
Les mécanismes engendrant ces divers types neuronaux ont été étudiés depuis plusieurs
décennies. Les travaux de I’époque ont noté que le destin des neuroblastes du tube neural

pouvait étre influencé par la présence d’un implant de notocorde ectopique. Du c6té du tube
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neural prés de I'implant, il y avait alors formation d’une seconde structure analogue a la
plaque basale (van Straaten et al., 1985). Il fut ensuite plus clairement démontré que la
notocorde contréle le destin cellulaire des neuroblastes pour ainsi engendrer la plaque
basale (Placzek et al., 1990b). Une fois formée, la plaque basale contrdle elle aussi la
différentiation des neuroblastes du tube neural (Yamada et al., 1991). Ensuite fut suggéré
que D’activité morphogeéne de ces structures devait étre due a la sécrétion d’un facteur
capable d’induire la différenciation (Yamada et al., 1993). L’identification du facteur en
question s’est ensuite faite et correspondait a un facteur nouveau chez les vertébrés
(Echelard et al., 1993), le poulet (Riddle et al., 1993) et le poisson ze¢bre (Krauss et al.,
1993); ce facteur fut nommé « Sonic hedgehog » et s’avéra étre le ligand en amont d’une
voie de signalisation qui devint I’'une des plus étudiées dans le domaine de la recherche

développementale.

3. VOIE SONIC HEDGEHOG CANONIQUE

3.1. Réles de Sonic hedgehog

En plus d’induire la différenciation des neurones ventraux du tube neural, la protéine Sonic
Hedgehog (Shh) posséde une panoplie d’autres roles requis lors de I’embryogencse
(Fuccillo et al., 2006; Marti and Bovolenta, 2002). Tout d’abord, Shh peut induire la
différenciation des neurones dans d’autres structures du SNC, telles qu’au sein du
prosencéphale, du mésencéphale et du cervelet (Fuccillo et al., 2006; Fuccillo et al., 2004;
Ishibashi and McMahon, 2002). Shh a également été caractérisé pour pouvoir engendrer les
oligodendrocytes, qui sont des cellules gliales du SNC (Orentas et al., 1999; Poncet et al.,
1996; Pringle et al., 1996), et les neurones qui constitueront la rétine de 1’ceil (Huh et al.,
1999; Jensen and Wallace, 1997; Zhang and Yang, 2001b). Shh a d’ailleurs un role double
lors du développement de I’oeil, puisqu’il est également en mesure d’agir sur la
prolifération des cellules ganglionnaires de la rétine (Zhang and Yang, 2001a). Au cours du
développement, ’action proliférative de Shh fait aussi effet sur les précurseurs des
neurones granulaires du cervelet (Kenney et al., 2003). Méme chez I’adulte, Shh aurait un

role quant a la maintenance des cellules souches neuronales (Machold et al., 2003).



CHAPITRE 1

Finalement, un role de Shh dans le guidage des axones de neurones du tube neural a aussi

été caractérisé (Charron et al., 2003) et sera abordé plus en détail au cours du présent

chapitre.

3.2. Regard historique sur la découverte des protéines Hedgehog

3.2.1. Découverte de Hedgehog

\

Figure 3. Phénotype du mutant hedgehog chez la
larve de Drosophila melanogaster. Une larve de type
sauvage présente des denticules disposés en bandes
sur son abdomen (photomicrographie en A et
schématisation en A’). En comparaison, chez
I’embryon de drosophile mutant pour le géne
hedgehog, les segments sont mal définis, induisant
ainsi un phénotype présentant un abdomen avec des
cuticules en continu, rappelant un hérisson
(photomicrographie en B et schématisation en B’). Les
panneaux A et B sont tirés de I’é¢tude « Requirements
for hedgehog, a Segmental Polarity Gene, in
Patterning Larval and Adult Cuticle of Drosophila »
parue en 1988 (Mohler, 1988).

Le gene hedgehog fut initialement identifi¢ lors
d’un crible, publié par Niisslein-Volhard et
Wieschaus en 1980, qui cherchaient alors a
identifier des régulateurs impliqués lors du
développement embryonnaire chez la drosophile.
Leurs travaux permirent de mettre en évidence la
pertinence d’un crible génétique pour étudier les
génes clés contrélant le développement d’un
organisme complexe. Les auteurs de I’étude se
virent d’ailleurs décerner le prix Nobel en 1995,
conjointement a Edward B. Lewis, pour leur
contribution scientifique a la compréhension des
mécanismes régulant le développement (Cohen,
1995). crible, furent

Dans ce 15 genes

identifiés : wingless, gooseberry, paired, even-

skipped, odd-skipped, barrel, runt, engrailed, Kruppel, knirps, hunchback, cubitus

interruptus, fused, patch et hedgehog (Nusslein-Volhard and Wieschaus, 1980). Pour

certains des facteurs identifiés, le géne était déja connu et donc déja nommé, tel que pour

cubitus interruptus (ci) qui est associ¢ a un phénotype décrit depuis 1933 (Tiniakow and

Terentieva, 1933). Par contre, certains autres génes, identifiés pour la premiére fois, durent

étre baptisés. Ces geénes furent nommés selon le phénotype observé chez le mutant, tel que

classiquement fait par les chercheurs étudiant la drosophile. Le géne hedgehog fut donc

nomm¢ de la sorte, car les denticules (petites structures en forme de « pics » normalement

disposés en bandes sur 1’abdomen de I’embryon de mouche) ne forment plus des segments



CHAPITRE 1

chez le mutant, mais plutot un tapis rappelant un hérisson (soit un « hedgehog » en anglais
— voir figure 3). Dés lors, la protéine encodée fut appelée Hedgehog (Hh).
3.2.2. Découverte de Sonic Hedgehog

En 1993, trois études paraissant en paralléle identifierent les orthologues de Hedgehog chez
la souris (Echelard et al., 1993), le poulet (Riddle et al., 1993) et le poisson ze¢bre (Krauss et
al., 1993), déterminant ainsi qu’il s’agissait d’un facteur évolutivement conservé (Ingham
and McMahon, 2001; Kumar et al., 1996). Bien qu’un seul géne hedgehog soit présent chez
la drosophile et le poulet, trois orthologues existent chez la souris et le poisson zebre. Chez
la souris, les trois homologues furent nommés Desert hedgehog (Dhh), Indian Hedgehog
(Ihh) et Sonic Hedgehog (Shh) (Echelard et al., 1993). Dhh et Ihh furent nommés a I’image
de deux especes de hérisson, soient respectivement le hérisson du désert (Paraechinus
aethiopicus) et le hérisson indien/hérisson a grandes oreilles (Hemiechinus auritus). Shh fut
quant a lui nommé d’aprés un personnage de jeu vidéo appelé « Sonic the hedgehog ».
Trois homologues sont également présents chez I’humain et portent les mémes noms que
les protéines Hedgehog murines, soient IThh, Shh (Marigo et al., 1995) et Dhh (Kamisago et
al., 1999). Le nom « Sonic hedgehog » fut d’ailleurs critiqué quand vinrent les évidences
d’un role pour ce facteur au sein de différentes maladies graves et que le corps médical
exprima un certain malaise a expliquer aux patients I’humour relié a la nomenclature de ce
gene (Cohen, 2006; Maclean, 2006). Le nom a toutefois survécu a la controverse et le géne

est encore aujourd’hui appelé sonic hedgehog.

3.3. Molécules centrales de la voie canonique

La voie Shh classique, dite la voie canonique, est responsable des effets morphogénes de
Shh et comporte des acteurs dont plusieurs ont été identifiés par interaction génétique chez
la drosophile (Forbes et al., 1993; Preat, 1992). De la drosophile aux mammiféres, les
¢léments de la voie canonique sont conservés, avec la nuance que le nombre de génes reliés
varient d’une espeéce a I’autre (Ruiz-Gomez et al., 2007). Toutefois, les événements de
transduction du signal comportent certaines différences de la drosophile aux vertébrés. On
peut cependant dire que le fonctionnement général de la voie Hh/Shh est conservé

(Goodrich et al., 1996; Riobo and Manning, 2007).
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A I’état basal, la cellule sensible & Hh/Shh exprime les protéines membranaires Patched
(Ptc) et Smoothened (Smo). Ptc exerce une inhibition sur Smo, gardant ainsi la voie Shh
inactive. Toutefois, en présence de Shh, il y a liaison de Shh a Ptc ce qui léve I’inhibition
sur Smo et rend cette derniére active. L’activation de Smo entraine une cascade de
signalisation cellulaire culminant par I’activation des facteurs Gli, responsables de la

transcription des génes induits par Shh (Ruel et al., 2007) (voir figure 4).

SMO

pTC PTC

Figure 4. Schéma illustrant le fonctionnement général de la voie Sonic hedgehog
(Shh) canonique. (Gauche) En absence de Shh, la protéine Patched (Ptc) exerce une
répression sur Smoothened (Smo) et garde ainsi la voie inactive. (Droite) En présence
de Shh, celui-ci se lie a son récepteur Ptc ; cette liaison vient lever 1’inhibition de Ptc
envers Smo. Smo peut déclencher une cascade cellulaire culminant par la
transcription des génes cibles de les facteurs Gli.

3.3.1. Hedgehog et Sonic hedgehog
Parmi les trois membres de la famille Hedgehog chez les mammiferes, Sonic Hedgehog est
la plus activement étudiée et la plus largement exprimée (Riobo and Manning, 2007). Lors
de I’embryogenése, Shh est exprimé tres tot, apparaissant a la ligne médiane du mésoderme
a la fin de la gastrulation. L expression de Shh s’étend ensuite aux structures de la ligne

médiane du SNC, incluant la notocorde et la plaque basale. Shh n’est cependant pas confiné
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a ces tissus, étant aussi détecté entre autres dans les bourgeons embryonnaires qui
génereront les membres de I’animal (Echelard et al., 1993).
La protéine Shh est tout d’abord synthétisée par la cellule sous forme d’un précurseur,
lequel sera envoyé dans la voie sécrétrice au cours de laquelle seront subies différentes
formes de modifications post-transcriptionnelles. Tout d’abord, un auto-clivage du
précurseur (catalysé par la portion C-terminale de Shh) engendre un fragment N-terminal
souvent appelé « N-Shh », constituant la portion active de Shh (Chang et al., 1994; Fietz et
al., 1995; Lee et al., 1994; Porter et al., 1995). Cette molécule N-Shh subira 1’ajout d’un
cholestérol en C-terminal et une palmitoylation sur une cystéine située du c6té N-terminal,
avant d’étre excrétée sous I’action de la protéine Dispatched A (Ma et al., 2002). Les ajouts
lipidiques sont impliqués pour que se fassent correctement la multimérisation de molécules
de N-Shh et I’établissement de gradient dans les tissus, en plus d’étre requis pour
I’efficacité de signalisation de N-Shh sur les cellules cibles (Chen et al., 2004a; Lewis et
al., 2001; Li et al., 2006; Taylor et al., 2001; Zeng et al., 2001).

3.3.2. Patched
Bien qu’une seule protéine Patched (Ptc) soit présente chez la drosophile, on en retrouve
deux chez les mammiferes (Ptcl et Ptc2) (Carpenter et al., 1998; Ruiz-Gomez et al., 2007).
Il s’agit d’une protéine a 12 domaines transmembranaires, créant deux boucles
extracellulaires; la premiére boucles présente entre les 17 et 2° passages transmembranaires
et la deuxiéme boucle située entre les 7° et 8° passages transmembranaires (Hooper and
Scott, 1989; Nakano et al., 1989). La deuxiéme boucle extracellulaire est responsable de
I’interaction avec Hedgehog (tant pour Hh de drosophile que Shh de vertébré) (Briscoe et
al., 2001; Taipale et al., 2002). En effet, Ptc est un récepteur pour Hh et Shh (Ingham et al.,
1991; Stone et al., 1996) de fagon évolutivement conservée (Goodrich et al., 1996).
Il s’agit toutefois d’un récepteur peu commun, puisqu’il ne présente pas d’homologie avec
d’autres récepteurs connus. Ptc montre cependant une homologie avec la protéine
Niemann-Pick C1 (NPC1), spécialement dans les régions transmembranaires (Carstea et al.,
1997; Loftus et al., 1997). Cette protéine est impliquée dans le transport intracellulaire de
lipides et s’est avérée étre une pompe moléculaire transmembranaire pour les acides gras
(Davies et al., 2000). II fut ensuite constaté que NPC1 comporte une homologie avec les

pompes d’efflux de type RND (Resistance-Nodulation cell Division) trouvées chez les



11

CHAPITRE 1

bactéries (Scott and loannou, 2004) et qu’en fait, Ptc est encore plus similaire aux
transporteurs RND qu’a NPC1 (Davies et al., 2000). Les pompes d’efflux RND sont
impliquées pour I’export d’antibiotiques (Cattoir, 2004), de composés organiques toxiques,
d’ions métalliques ainsi que des facteurs de nodulation et de quorum sensing (Taipale et al.,
2002; Tseng et al., 1999).

3.3.3. Smoothened
Smo est le modulateur clé de la voie Hh, étant absolument requis pour que s’opére la
transduction du signal Shh. D’ailleurs, la voie Shh est parfois appelée la « voie de
signalisation Smo » (Ruiz-Gomez et al., 2007).
Un seul gene smoothened est retrouvé tant chez la drosophile que les vertébrés (Ruiz-
Gomez et al., 2007). Ce geéne encode une protéine a 7 domaines transmembranaires
démontrant certaines caractéristiques communes avec les membres de la superfamille des
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (Alcedo et al., 1996). En s’en tenant
uniquement a la structure de Smo, certains 1’incluent parmi les RCPG ; concernant d’autres
aspects, Smo a toutefois longtemps été considérée trop atypique pour étre incluse dans cette
superfamille.
Tout d’abord, les RCPG interagissent généralement directement avec un ligand, pour étre
ensuite activés. Dans le cas de Smo, il n’est pas clair comment celui-ci est activé, puisque
le ligand (Shh) clairement identifi¢ dans la voie ne se lie pas directement a Smo, mais
utilise plutdt Ptc comme récepteur. Le ligand potentiel de Smo serait plutdt une molécule
reliée aux cholestérols (voir section 3.5.1). Ensuite, le couplage de la protéine aux protéines
G est requis pour qu’un récepteur fasse partie de la famille des RCPG (comme son nom
I’indique). Cependant, plusieurs sources ont indiqué des résultats contradictoires
concernant Smo, suggérant que les protéines G sont parfois requises (Ogden et al., 2008),
parfois dispensables pour I’activation de la voie Shh (Low et al., 2008; Ruiz-Gomez et al.,
2007). Cependant, il a récemment été démontré chez la drosophile que Gai (une sous-unité
de la protéine G) agit directement en aval de Smo pour réguler les niveaux d’AMP cyclique
en réponse a Hedgehog; ce qui aux yeux des auteurs permet a Smo d’accéder au titre de
RCPG canonique. Smo activé par son ligand, comme les autres RCPG classiques, subirait
un changement de conformation promouvant, dans son cas, la dissociation de la sous-unité

Gai. Cette derniére, une fois libérée, viendrait réguler 1’activité¢ de I’adénylate cyclase, une
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enzyme catalysant la production d’AMP cyclique (AMPc). L’AMPc est un second
messager utilisé pour la transduction de signaux et qui est régulé négativement par
I’activation de la protéine Ga,; (Ogden et al., 2008).

3.3.4. Costal-2
Costal-2 (Cos2) est une kinésine atypique (Sisson et al., 1997), servant de protéine
d’échafaudage pour un complexe cytoplasmique transducteur du signal Shh en aval de
Smo. Ce complexe est composé de Cos2 lui-méme, Fused (Fu), Cubitus interruptus (Ci),
(qui est I’homologue de drosophile des facteurs Gli mammiferes) et parfois Suppressor-of-
Fused (SuFu), dépendant du contexte cellulaire (Lum et al., 2003b; Stegman et al., 2000).
Ce complexe interagit fortement avec les microtubules de facon Hh-dépendante,
probablement via le domaine moteur de Cos2 (Ishii, 2005), ce qui est conséquent avec sa
similitude avec les kinésines. Cos2 interagit également avec la queue cytoplasmique de
Smo, dans un contexte ou la voie Shh est activée (Jia et al., 2003; Ogden et al., 2003). De
plus, Cos-2 interagit avec les kinases PKA, CKI et GSK3 qui seront abordées plus loin
(Zhang et al., 2005).
Bien qu’on parle généralement de Cos2 a la fois dans les voies Hh et Shh, il faut en fait
préciser que chez les vertébrés, Cos2 correspond plutét a certains membres de la
superfamille des kinésines KIF, spécialement KIF27 et KIF7 (Katoh and Katoh, 2004; Miki
et al., 2001). L’implication des homologues de vertébrés dans la voie Hh semble
évolutivement conservée (Tay et al., 2005).

3.3.5. Fused
Le géne fused fut révélé comme interagissant génétiquement avec les geénes costal-2 et
suppressor of fused grace a des études chez la drosophile. Il s’avéra que ce géne code pour
la kinase sérine/thréonine Fused (Fu) (Preat et al., 1990), qui a pour substrat la protéine
Cos2 (Nybakken et al., 2002; Ruel et al., 2007). Fused ne démontre pas d’homologies avec
d’autres kinases connues (outre concernant le domaine kinase) (Preat et al., 1993). Chez la
drosophile, Fu est une composante a part enticre de la voie Hh, étant requise pour la
transduction du signal. Il faut toutefois préciser qu’il semblerait que le role de Fu ne soit
pas conservé chez les vertébrés, puisque la souris knock-out pour I’homologue de Fu se

développe normalement lors de I’embryogenése. Cette absence de phénotype pourrait étre
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due a une redondance fonctionnelle ou a une plus grande complexité de la voie Hh chez les
vertébrés (Chen et al., 2005; Merchant et al., 2005).
3.3.6. Suppressor of Fused
Le geéne suppressor of fused a été identifié, comme son nom I’indique, en tant que
suppresseur du phénotype fused observé chez la drosophile (Preat, 1992). La protéine
encodée, Suppressor of Fused (SuFu), a semblé bien mystérieuse en premier lieu, ne
montrant d’homologies avec aucune protéine connue et ne portant qu’un domaine PEST
(Pham et al., 1995) ; ces séquences, riches en résidus proline (P), acide glutamique (E),
sérine (S) et thréonine (T), sont associées a des protéines avec un taux rapide de
dégradation (Rogers et al., 1986). Un lien avec Glil s’établit ensuite, lorsqu’il fut démontré
que SuFu interagit avec Glil et Gli3 (Dunaeva et al., 2003; Pearse et al., 1999) et qu’en fait,
SuFu contrdle la distribution sous-cellulaire de Glil (Ding et al., 1999) pour moduler son
activité comme facteur de transcription (Kogerman et al., 1999). Ce rdle de répresseur de la
voie serait conservé évolutivement puisqu’en absence du geéne de SuFu, il y a présence de
défauts développementaux majeurs, associés a une signalisation Hh suractivée (Svard et al.,
2006).
3.3.7. Cubitus interruptus et les facteurs Gli

La protéine de drosophile Cubitus interruptus (Ci) est un facteur de transcription de type
doigt de zinc, possédant 3 homologues chez les vertébrés, soient Glil, Gli2 et Gli3 (Ruiz-
Gomez et al., 2007; Ruppert et al., 1990). Ci est responsable de [’activation
transcriptionnelle des génes induits sous ’action de Hh (Alexandre et al., 1996; Von Ohlen
et al.,, 1997). Chez les mammiferes, les facteurs Gli modulent la transcription responsable
de divers effets biologiques, dont notamment la détermination du destin ventral des

neurones du tube neural (Lee et al., 1997).

3.4. Molécules modulant la voie canonique (non-exclusives a la voie Shh)

Certaines autres molécules sont plutdt considérées comme des modulateurs des
composantes centrales de la voie Hh/Shh canonique. Bien que ces protéines soient
impliquées dans la transduction du signal, leur fonctionnement n’est pas exclusivement

dédi¢ a la voie Hh (Lum and Beachy, 2004).
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Figure 5. Schéma plus détaillé illustrant la transduction de la voie Sonic
hedgehog (Shh) canonique. (A gauche) En absence de Shh, Ptc exerce une
inhibition sur la protéine sur Smo via un mécanisme encore mal caractérisé.
Lorsque la voie est inactive, il y a présence d’un complexe cytoplasmique
incluant Ci. Ci activé (Cijss ou CiA) est retenu au cytoplasme par ce complexe,
contenant les kinases GSK3 et CKI. Ces kinases phosophorylent Ci et médient
ainsi sa dégradation en Ci répresseur (Cizs ou CiR). Les effets transcriptionnels
de Ci sont donc inhibés lorsque la voie est inactive. (A droite) Quand Hh vient
lier Ptc, il y a levée de I’inhibition sur Smo. Il y a alors phosphorylation de la
queue cytoplasmique de Smo par CKI et PKA. L’activation de Smo engendre un
recrutement de Cos2 et une dislocation du complexe cytoplasmique. Cijss (ou
CiA) échappe ainsi a la phosphorylation et a la dégradation et peut transloquer
au noyau pour activer la transcription des génes cibles. (Schéma tiré d’une revue
de Ingham et Placzek parue en 2006 (Ingham and Placzek, 2006))

3.4.1. Protéine Kinase A

La protéine kinase A (PKA) a une activit¢ AMPc-dépendante et fait donc partie de la

famille des kinases activées par les seconds messagers. PKA est une sérine/thréonine-

kinase capable de phosphoryler différents substrats, comprenant typiquement la queue

cytoplasmique des RCPG, souvent indépendamment de la présence du ligand sur le

récepteur. PKA est cependant activée lorsque le RCPG est stimulé par son ligand, via la

production d’AMPc. Une fois activée, PKA peut phosphoryler a son tour un de ses

substrats, GRK2, pour activer celui-ci (voir section 3.4.4) (Cong et al., 2001).

La PKA s’est avéré étre un fort régulateur négatif de la voie Shh. Chez les vertébrés, PKA

phosphoryle Gli2, promouvant sa dégradation via le protéasome, suggéré comme étant un

des mode de répression de la voie en absence de Shh. Le signal Shh viendrait inhiber cette

phosphorylation et permettre I’accumulation de Gli2 (Pan et al., 2006; Pan et al., 2009).
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Toutefois, PKA semble avoir un double rdle chez la drosophile : en plus de promouvoir la
dégradation de Ci (Price and Kalderon, 1999), PKA est un régulateur positif. En effet, PKA
contribue a phosphoryler Smo et a ’envoyer a la membrane, participant donc a 1’activation
de la voie en présence de Hh (Jia et al., 2004). Il faut toutefois préciser que les sites de
phosphorylation de la queue cytoplasmique de Smo ne sont pas conservés, ce qui pourrait
expliquer cette divergence (Riobo and Manning, 2007).
3.4.2. « Casein Kinase I » (CKI)

La « Casein Kinase I » (CKI ou CK1) est une famille de sérine/thréonine-kinases qui fut
parmi les premieres a étre caractérisées. Certains membres des CKI montrent une certaine
activité tyrosine-kinase, mais dans des contextes biologiques bien pointus. Il s’agit en fait
d’une famille de kinases régulées a différents niveaux, pouvant phosphoryler une panoplie
de protéines fort différentes (entre autres, des facteurs de transcription, protéines du
cytosquelette, récepteurs et enzymes) (Knippschild et al., 2005).

Chez la drosophile, CKI fut établit comme un facteur phosphorylant Ci, mais seulement
une fois qu’il ait d’abord été¢ phosphorylé par PKA. Cette phosphorylation survient en
absence de Hh et garde la voie inactive (Price and Kalderon, 2002). De plus, un crible a la
recherche de composantes de la voie Hh identifia CKI, ce qui vint confirmer son rdle au
sein de la voie (Lum et al., 2003a). D’autres travaux démontrérent ensuite que CKI serait
responsable de I’hyperphosphorylation de la queue cytoplasmique de Smo en présence de
Hh (Apionishev et al., 2005; Jia et al., 2004; Zhou et al., 2006).

3.4.3. « Glycogen Synthase Kinase 3 » (GSK3)

Chez les vertébrés, la « Glycogene Synthase Kinase 3 » (GSK3) est une famille de
sérine/thréonine-kinases, comprenant GSK3o et GSK3, exprimée de fagon ubiquitaire
(mais montrant un enrichissement dans le cerveau) (Woodgett, 1990). GSK3 est conservée
évolutivement et correspond au gene shaggy/zeste-white3 chez la drosophile. Comme son
nom I’indique, GSK3 fut tout d’abord associée a un role de kinase pour la glycogene
synthase, I’enzyme catalysant la production de glycogene. Un rdle pour GSK3/Shaggy fut
ensuite trouvé au sein de la voie Wnt, puis de la voie MAPK (Shaw and Cohen, 1999) et
Hh (Jia et al., 2002). Les signaux activateurs de ces voies (entre autres, 1’insuline, certains
facteurs de croissance, Hh) ont typiquement un effet antagoniste de GSK3 activé.

L’efficacit¢ de GSK3 comme kinase est classiquement influencée par la « pré-
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phosphorylation » du substrat : le site de phosphorylation sera optimal pour GSK3 s’il y a
présence d’un résidu phosphorylé situé 4 résidus plus loin (Frame and Cohen, 2001).
Un des substrats de Shaggy est le facteur de transcription Ci, si ce dernier est pré-
phosphorylé par PKA. L hyperphosphorylation de Ci méne a sa dégradation. Il s’agirait
d’un mode de répression de la voie Hh en absence du ligand (Jia et al., 2002), combiné a
I’action de CKI qui agit de fagon similaire (Price and Kalderon, 2002; Zhang et al., 2005).

3.4.4. « G-protein-coupled receptor kinase 2 » (GRK2)
Les protéines « G-protein-coupled receptor kinases » (GRK) sont des serine/thréonine-
kinases capables de phosphoryler les RCPG lorsqu’ils sont en conformation active (c’est-a-
dire ayant été activés par leur ligand spécifique). Cette famille de kinases est composée de 6
membres (GRK1-6), qui sont exprimés de facon ubiquitaire, a I’exception de GRKI1 et
GRK4 qui ont un patron d’expression plus restreint. Il faut aussi noter que GRK1 et GRK2
sont retrouvés de la drosophile aux vertébrés, ces deux protéines étant toutefois les plus
divergente entre elles au sein de la famille GRK (Penela et al., 2003; Pitcher et al., 1998).
GRK2 fut mis en évidence dans différents types cellulaires mammiféres comme étant
requis pour propager le signal Shh une fois Smo activé et ce, au sein de différents types
cellulaires incluant des cellules du SNC (Atkinson et al., 2009). En présence de Shh, GRK2
servirait a phosphoryler la queue cytoplasmique de Smo ainsi qu’a recruter la (-arrestin2
jusqu’a Smo (Chen et al., 2004b; Meloni et al., 2006).

3.4.5. B-arrestine 2
Les P-arrestines sont des adapteurs capables d’interagir avec les RCPG, une fois ces
derniers liés et phosphorylés par les GRK. Cette interaction empéche la liaison du RCPG
activé avec « sa » protéine G, médiant ainsi la désensibilisation des RCPG. Les B-arrestines
sont aussi impliquées dans I’internalisation des RCPG grace a leur capacité de lier les
protéines de la machinerie endocytaire. De plus, les P-arrestines agissent comme
transducteurs de signaux cellulaires, en recrutant entre autres les kinases de la famille Src
(SFK) (Luttrell et al., 1999; Miller et al., 2000) et certaines composantes de la voie
ERK/MAPK vers les RCPG activés (Tohgo et al., 2002). Les B-arrestines, c’est-a-dire 3-
arrestine 1 et f-arrestine 2, sont exprimées de fagon ubiquitaire; mais démontrent un
enrichissement particulier dans les tissus neuronaux et la rate (Attramadal et al., 1992;

Luttrell and Lefkowitz, 2002).



17

CHAPITRE 1

Dans les cellules mammiferes, il fut démontré que la f-arrestin 2 interagit avec Smo activé
en présence de Shh, permettant ainsi I’endocytose de Smo. GRK2 et la p-arrestine 2
synergisent avec Smo activé pour transduire le signal Shh jusqu’aux facteurs de
transcription Gli (Chen et al., 2004b; Meloni et al., 2006). De fagon intéressante,
I’endocytose de Smo semble relié a une activation de la voie chez les mammiferes, tandis
qu’il s’agit plutét d’'un mode d’inactivation de la voie chez la drosophile (Denef et al.,
2000; Martin et al., 2001).
3.4.6. Rab23

Les petites GTPases de la famille Rab comprend plusieurs membres (environ 60), dont
certains sont impliqués dans le contrdle du transport vésiculaire. Par exemple, certaines Rab
sont importantes pour contrdler I’internalisation des récepteurs activés par leur ligand, en
régulant le cytosquelette d’actine (Lanzetti et al., 2000).

Dans le cas de Rab23, il fut tout d’abord démontré qu’il s’agit d’un régulateur négatif de la
voie Shh (Eggenschwiler et al., 2001). Ensuite, il s’avéra que Rab23 régule la localisation
sous-cellulaire des composantes de la voie Shh, entre Smo et les facteurs Gli. Il semblerait
toutefois que ce mode de régulation de la voie Shh soit spécifique aux vertébrés

(Eggenschwiler et al., 2006).

3.5. Transduction cellulaire par la voie canonique
3.5.1. La liaison de Shh a Patched induit I’activation de Smoothened

A D’état basal, Ptc inhibe 1’activité intrinséque de Smo de signaler. Le mode de répression
de Ptc sur Smo reste encore nébuleux. Bien que certaines expériences biochimiques
suggerent 1’existence d’un complexe Ptc-Smo (Stone et al., 1996; Walthall et al., 2007), il
est également proposé que Ptc inhibe Smo de facon indirecte (Ingham et al., 2000; Taipale
et al.,, 2002), conséquemment avec certaines observations démontrant que ces deux
protéines membranaires ne co-localisent pas au niveau sous-cellulaire (Denef et al., 2000).
Une idée intéressante réside dans la structure de Ptc et Smo. Ptc ressemble beaucoup a
certains transporteurs bactériens (comme décrit précédemment) et voit son activité
perturbée lorsque sont mutés des résidus conservés et requis pour le fonctionnement normal
chez ces autres transporteurs (Taipale et al., 2002). Quant & Smo, cette protéine possede une

structure de RCPG, caractérisés pour leur capacité a étre activés en présence de leur ligand
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spécifique (Miller, 2008). La vitamine D3 fut proposée pour inhiber Smo (en absence de
Shh) (Bijlsma et al., 2006) ; tandis que d’autres molécules ont ét¢ mis en évidence pour
activer Smo, telles que les oxystérols (Corcoran and Scott, 2006; Dwyer et al., 2007) et les
lipoprotéines (Callejo et al., 2008). Les oxystérols et la vitamine D dérivent du cholestérol.
Les lipoprotéines sont quant a elles des structures contenant a la fois des protéines et des
lipides ; il s’agit sommairement d’une micelle, constituée d’une monocouche de
phospholipides entourant des particules de triglycérides et de cholestérols, servant a
transporter certaines molécules insolubles dans le sang (Schroepfer, 2000). Pris ensemble, il
est permis de croire que Ptc exporte une molécule, par exemple la vitamine D3, hors de la
cellule ce qui garderait Smo inhibé. Shh, en se liant a Ptc, agirait donc en inhibant la
sécrétion de la vitamine D3, ce qui léverait I’inhibition sur Smo (Bijlsma et al., 2006).
3.5.2. Transduction du signal, de Smoothened a Ci/Gli
En absence de signal Hh
En aval de Smo, la voie basale est gardée en mode inactif en partie grace a la protéine
d’échafaudage Cos-2. Cos-2 séquestre le facteur de transcription Ci et les kinases Fu,
GSK3, CKI et PKA. Ces trois dernieres kinases sont responsables de la phosphorylation de
Ci, entrainant sa dégradation en un produit de clivage inactif.
En présence de signal Hh
Bien qu’il ne soit pas clair comment se propage le signal de Ptc jusqu’a Smo, on sait
toutefois que Smo subit un changement conformationnel en présence de Hh (Zhao et al.,
2007). Il y a alors phosphorylation de Smo par PKA, puis par CKI (Apionishev et al., 2005;
Zhang et al., 2004).
Sous I’action de Hh, il y également activation de Fu (Therond et al., 1996), qui phosphoryle
alors Cos-2. Cette phosphorylation induit la fragmentation du complexe échafaudé par Cos-
2 (Ruel et al., 2007), comprenant Fu et Ci en plus des kinases phosphorylant Ci (PKA,
GSK3, CKI) (Zhang et al., 2005). Le complexe résiduel, composé de Cos-2 et Fu, est
recruté @ Smo activé ; I’interaction entre Smo et Cos-2 est requise pour la transduction du
signal Hh (Jia et al., 2003; Lum et al., 2003b).
La déséquestration de Ci permet a celui-ci de ne plus subir la phosphorylation qui entrainait

sa dégradation (Zhang et al., 2005) ; Ci peut alors étre transloqué au noyau.
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3.5.3. Transcription des génes cibles via ’activation de Ci/Gli

Le facteur de transcription Ci est trouvé sous deux formes : la forme pleine longueur, Ci;ss
(qui active la transcription) et la forme dégradée, Cizs (qui n’active pas la transcription). La
dégradation de Ci;ss en Ciys est médiée par la E3 ubiquitine ligase Slimb, qui reconnait la
forme Ci;ss phosphorylée (Smelkinson and Kalderon, 2006) De plus, Cijss est séquestrée au
cytoplasme par Cos-2 et potentiellement par SuFu (Methot and Basler, 2000), en absence
de Hh. La forme Cizs, méme si elle est clivée, est capable d’aller au noyau et de lier I’ADN.
En fait, Ci;s est non seulement inactive, mais répressive pour la transcription (Aza-Blanc
and Kornberg, 1999). Chez les vertébrés, il fut montré que Gli-1 peut recruter des co-
répresseurs de la transcription via SuFu (Cheng and Bishop, 2002).

En présence du signal Hh, il y aura régulation de SuFu (potentiellement par Fu), qui
permettrait alors a Ci/Gli de transloquer au noyau (Cheng and Bishop, 2002) (additionné
aux événements de signalisation précédemment décrits). Il peut alors y avoir transcription
par Ci/Gli et expression des genes cibles induit par I’activation de la voie Hh, requis par

exemple pour les événements de différenciation cellulaire (Lum and Beachy, 2004).

3.6. Molécules plus récemment impliquées dans la voie Shh canonique

De nouveaux facteurs ont été identifiés comme ayant un effet sur la voie transcriptionnelle
induite par Shh. Leur place dans la voie canonique reste toutefois a étre précisée et leurs
roles potentiels dans divers processus cellulaires induits par Shh doivent encore étre mieux
caractérisés.

3.6.1. « Missing In Metastasis » (MIM)

« Missing in Metastasis » (MIM), aussi appelée « Basal cell carcinoma-enriched gene 4 »
(Beg4) », est une molécule intracellulaire avec une séquence multidomaines, indiquant un
role potentiel de protéine d’échafaudage. MIM est exprimée fortement dans les neurones et
les muscles en développement. MIM fut identifiée comme une composante affectant la voie
Shh lors d’un crible visant a identifier les geénes cibles de Shh, encodant potentiellement
pour des protéines enrichies dans les carcinomes des cellules basales (Gonzalez-Quevedo et
al., 2005). Non seulement le géne pour MIM répond a Shh, mais la protéine encodée
potentialise la transcription par les facteurs Gli, probablement via la formation d’un

complexe avec SuFu et les Gli (Callahan et al., 2004). De plus, MIM montre la particularité
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de pouvoir interagir avec 1’actine monomérique et les filaments d’actine (voir section
5.1.3.), via un domaine « Wasp-homology 2 » (WH2) et un domaine « IRSp53 MIM
domain » (IMD), respectivement. Le domaine IMD seul est capable de promouvoir la
formation de faisceaux d’actine et de filopodes in vitro (Yamagishi et al., 2004). MIM peut
lier et activer, indirectement, Racl via ce domaine, mais il semblerait que cette interaction
vienne inhiber la capacité¢ du domaine IMD a générer des faisceaux d’actine (Bompard et
al., 2005). Sa surexpression in vitro mene a une structure d’actine anormale (Mattila et al.,
2003), engendrée par son action sur les filaments d’actine combinée a un rdle d’induction
de la courbure de la membrane plasmique (réminiscent de protéines a domaine BAR) (Lee
et al., 2007; Mattila et al., 2007).

Finalement, MIM peut interagir avec la protéine tyrosine phosphatase 8 (PTPS ou RPTPJ),
un récepteur de type I avec une région extracellulaire comprenant des domaines
fibronectine Il et immunoglobuline (Pulido et al., 1995). Cette molécule régule 1’adhésion
a la matrice extracellulaire et les contacts cellule-cellule (Machesky and Johnston, 2007;

Woodings et al., 2003).

3.6.2. Récepteurs a Shh

3.6.2.1. Hip
Le récepteur « Hedgehog Interacting Protein » (Hip) fut identifié comme une glycoprotéine
capable de lier Shh, mais ne possédant pas de domaine cytosolique. Sa capacité de lier Shh,
sans engendrer de signalisation qui lui est propre, aurait pour role d’atténuer la signalisation
par Shh (Chuang and McMahon, 1999; Zeng et al., 2001).

3.6.2.2. Les glypicanes
Les glypicanes sont une famille de protéoglycanes a héparane sulfate comprenant six
membres chez les vertébrés (glypicane-1 a -6) et deux homologues chez la drosophile. Les
deux glypicanes de drosphile sont nommés « Division abnormally delayed » (Dally) et
« Dally-like protein » (Dlp). Les glypicanes sont en fait des protéines attachées a la
membrane cellulaire via un GPI et décorées de polysaccharides d’héparane sulfate (Filmus,
2001). Dlp fut identifié comme ayant un rdle dans la voie Hh lors d’un crible 8 ’ARN
interférent (Lum et al., 2003a) et était alors connu pour son réle dans la voie Wnt. Il fut

démontré que non seulement Dlp induit I’endocytose de Hh, mais qu’en plus, Dlp
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catalyserait une internalisation du complexe Ptc/Hh requis pour I’activation maximale de la
voie (Gallet et al., 2008). Chez les vertébrés, il fut démontré que le glycane-3 est capable de
lier Shh, pour ensuite médier son endocytose et sa dégradation. Il s’agirait d’un mécanisme
régulant négativement la voie Shh, de par la compétition induite entre Ptc et GPC pour le
ligand (Capurro et al., 2008). Le role divergent évolutivement des glypicanes pourrait étre
da a la co-internalisation de Ptc chez la drosophile ou a une complexité plus grande de la
voie Hh chez les vertébrés (Beckett et al., 2008).
Des implications pour les glypicans dans le guidage ont été notées. Le glypicane-3 est
capable d’activer la voie Wnt non-canonique, agissant sur la morphologie cellulaire et la
migration (Stigliano et al., 2009). Egalement, le glypicane-1 humain fut caractérisé pour
lier la molécule Slit (Ronca et al., 2001). Finalement, il fut reporté que le glypicane-2
(montrant une affinité envers la laminine-1) est exprimé dans ’axone et le cone de
croissance des neurones en croissance, incluant les axones commissuraux embryonnaires.
De facon intéressante, cette expression disparait une fois que 1’axone a rejoint sa cible
(Ivins et al., 1997).

3.6.2.3. Mégaline
La mégaline, aussi connue comme la « Lipoprotein Receptor-related Protein 2 » (LRP-2),
est capable de lier plusieurs ligands, dont Shh (McCarthy et al., 2002). La mégaline fut
mise en évidence pour sa capacité a endocytoser Shh. Ce processus ferait appel a une
phosphorylation de la queue cytoplasmique de la mégaline, médiée par GSK3 (et
potentiellement PKA et CKII, selon des évidences in vitro) (Yuseff et al., 2007). Il fut aussi
démontré que la mégaline interagit avec la « Protease Nexin 1 » (NP1) pour antagoniser le
signal Shh dans les cellules granulaires du cervelet en développement (Vaillant et al.,
2007).
L’expression de la mégaline au sein des neurones du tube neural embryonnaire, ainsi que le
phénotype de la souris mutante (montrant des défauts développementaux reliés a la
différentiation neuronale), seraient conséquents avec une implication active de cette

protéine au sein de la voie Shh (McCarthy et al., 2002; Spoelgen et al., 2005).
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3.6.2.4. Gasl
La protéine « Growth arrest specific gene-1» (Gas-1) est une protéine extracellulaire,
retenue a la membrane via un GPI (Lee et al., 2001), pouvant lier Shh. Certaines études
portant sur le cancer ont décrit Gas-1 en tant qu’inhibiteur du cycle cellulaire (donc un
régulateur négatif de la prolifération cellulaire) et un suppresseur de tumeurs via son action
régulatrice de I’apoptose. Cependant, lors d’études portant sur I’embryogenese, Gas-1 s’est
avéré surtout avoir un rdle associé a une régulation positive de la prolifération cellulaire in
vivo. Par exemple, Gas-1 est requis pour la prolifération des précurseurs des cellules
granulaires du cervelet, qui est induite par la production de Shh par les cellules de Purkinje
(Liu et al., 2001; Wallace, 1999). Quant au role de Gas-1 par rapport a Shh, il fut déterminé
qu’il était un régulateur positif de la voie de signalisation (promouvant les événements de
différentiation), tout particulierement dans les régions ou il y a peu de ligand. I1 fut proposé
que Gas-1 pourrait servir a lier Shh pour ensuite le présenter a Ptc, et ainsi faciliter
I’initiation de la transduction. L’expression de Gas-1 est négativement régulée par la
présence de Shh, conséquemment avec la fonction de Shh dans des domaines ou tres peu de
Shh est détectable (Martinelli and Fan, 2007a). 1l fut également reporté¢ que Gas-1 et le
récepteur Cdo coopérent fortement pour favoriser le signal Shh lors du développement du
tube neural (Allen et al., 2007; Martinelli and Fan, 2007b).
3.6.2.5. Cdo

La protéine « Cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes » (Cdo) est un
récepteur de Shh (Okada et al., 2006; Tenzen et al., 2006). Sa structure comprend une
queue cytoplasmique, un domaine transmembranaire et une portion extracellulaire, incluant
quatre domaines immunoglobuline (Ig) et trois domaines fibronectine de type III (Kang et
al., 1997). Ce type de structure rappelle celles retrouvées chez d’autres récepteurs de
molécules de guidage, tels que les protéines DCC et Robo (liant respectivement les facteurs
Nétrine et Slit) (Okada et al., 2006). Cdo posséde un homologue chez la drosophile appelé
« Interference hedgehog » (Ihog), qui possede aussi la capacité d’interagir avec Hh
(McLellan et al., 2006; Yao et al., 2006).

Chez les mammifeéres, Cdo est largement exprimé lors de 1I’embryogenése, avec une
expression accrue au niveau de I’appareil moteur et du systéme nerveux. L’expression de

Cdo chevauche largement celle de Boc (voir section suivante), soutenant un réle pour ces
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facteurs dans une panoplie d’événements lors de I’embryogenese (Mulieri et al., 2002;
Mulieri et al., 2000). Cdo fut d’abord identifi¢é comme un régulateur positif du
développement des cellules musculaires (Cole et al., 2004; Kang et al., 1998), la
surexpression de Cdo ou Boc pouvant engendrer la différentiation in vitro (Wegorzewska et
al., 2003). Ce rdle pour Cdo et Boc proviendrait en partie du fait qu’ils peuvent se lier I’un
a Dlautre, induisant des complexes capables de signaler pour induire la différentiation
myogénique (Kang et al., 2003; Kang et al., 2002). Encore dans le cadre de I’é¢tude de la
différentiation des myoblastes, une signalisation en aval de Cdo fut récemment détaillée. 11
fut démontré que la queue cytoplasmique de Cdo interagit avec JLP, qui est une protéine
d’échafaudage pour des composantes de la voie p38MAPK. Cdo interagit aussi avec Bnip-2
(un régulateur négatif de Cdc42) ainsi qu’avec Cdc42-GAP. L’interaction entre Cdo et
Bnip-2 induit P’activation de Cdc42, entrainant ensuite ’activit¢ de la MAPK p38 qui
médie la différentiation des myoblastes (Kang et al., 2008; Takaesu et al., 2006). Ce
mécanisme via JLP et Bnip-2 serait aussi utilisé pour induire la différentiation neuronale
(Oh et al., 2009).

Cdo serait en effet aussi associé¢ a la différentiation neuronale au sein du tube neural, en
accord avec son implication dans la voie Shh (Tenzen et al., 2006). D’ailleurs, il fut aussi
observé que Cdo régule positivement ’activation de la voie Shh canonique. Toutefois, les
domaines requis pour les effets pro-myogéniques de Cdo ne sont pas impliqués pour activer
la signalisation via Shh, impliquant au moins deux modes d’activation de la signalisation
via Cdo (Zhang et al., 2006a). Chez la drosophile, Thog agirait aussi positivement sur la
voie Hh, en amont ou au niveau de Ptc, agissant potentiellement en synergie avec Ptc pour
lier Hh a la cellule (Yao et al.,, 2006). Les souris mutantes pour Cdo montrent des
microformes d’holoproencéphalie (HPE), phénotype qui peut étre connecté a celui des
souris mutantes pour Shh, qui montrent des formes franches d’HPE (Cole and Krauss,
2003; Roessler et al., 1996). Il y a également présence de défauts supplémentaires du
cerveau, incluant de I’hydrocéphalie et une réduction corticale, qui seraient dus a une
réduction de la prolifération des progéniteurs neuronaux (Zhang et al., 2006b).

3.6.2.6. Boc
Le récepteur a Shh « Brother of Cdo » (Boc) est une protéine similaire a Cdo, possédant

une structure semblable : un domaine cytoplasmique, un passage transmembranaire et une
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portion extracellulaire cellulaire composée de cinq domaine Ig et trois domaines FNIII
(Okada et al., 2006). Tout comme Cdo, sa structure lui conférant une similitude avec
d’autres récepteurs impliqués dans le guidage axonal. Cdo et Boc arborent une
impressionnante homologie de leur domaine extracellulaire, mais possédent des domaines
cytoplasmiques différents (Yao et al., 2006). Etant donné que 1’expression de Boc et Cdo
est trés semblable (Mulieri et al., 2002; Mulieri et al., 2000), il était attendu qu’ils puissent
réguler conjointement certains processus lors du développement. Leur réle conjoint comme
régulateurs favorisant la différentiation des myoblastes fut ensuite démontré (Kang et al.,
2003; Kang et al., 2002). Puis vinrent les premiéres évidences d’un role pour Boc dans les
neurones ; il fut reporté que Boc est un facteur médiant le guidage axonal dans le systeme
nerveux en développement (Connor et al., 2005). Puis, presque simultanément, Boc fut
associé¢ a un role dans la détermination des neurones du tube neural (Tenzen et al., 2006) et

a un role dans le guidage axonal des neurones commissuraux (Okada et al., 2006).

4. GUIDAGE AXONAL
4.1. Notion de guidage axonal
L’axone réagit aux molécules de guidage

graice au «coOne de croissance », une

t

i (b {

é

structure hautement dynamique située a

I’extrémité de I’axone en migration. Lors de
la migration axonale, le cone de croissance

balaie I’environnement a la recherche de

signaux de guidage. Lorsqu’un signal est

Figure 6. Les cones de croissance, ainsi que les neurones
commissuraux ont été caractérisés par Ramon y Cajal.
Dessins effectués Ramon y Cajal résumant des compilations
d’observations faites sur des coupes d’embryons de poulet
(aprés coloration de Golgi), publiées dans « Histologie du
systéme nerveux de I’Homme et des vertébrés » en 1909-
1911. A gauche: les cones de croissance évoquent des
structures dynamiques, étant toujours différentes les unes
des autres. A droite : observations des divers prolongements
axonaux présents dans le tube neural en développement. On
peut y voir, entre autres, une représentation des axones des
neurones commissuraux se dirigeant vers la plaque basale.

détecté, le cone de croissance se remodele

pour diriger [’axone vers la source
chimioattractante ou a I’opposé de la source
chimiorépulsive. L’idée que la fonction du
cone de croissance soit de scruter son
environnement fut proposée par Cajal en

1909, alors que furent décrits les cones de

croissance lors de I’avénement de 1’histologie en neurosciences (voir figure 6, a gauche) (de
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Castro et al., 2007). Bien que 1’idée impliquant des facteurs présents en différents points de
la trajectoire de I’axone a été proposée tot, I’identification de facteurs chimiotactiques se fit
attendre. Le systéeme modele associ¢ a la découverte de la premiére molécule de guidage
résidait dans I’étude des trajectoires des neurones commissuraux du tube neural en

développement.

4.2. Les neurones commissuraux utilisés comme modele pour I’étude du guidage
axonal

L’étude des projections des neurones commissuraux de la moelle épiniere chez les
vertébrés est un systeme connu depuis longtemps, les trajectoires axonales normales ayant
¢été caractérisées depuis leurs premicres descriptions au début du siecle passé (voir figure 6,
a droite) (de Castro et al., 2007).

4.2.1. Les neurones commissuraux comme systéme modele

Les neurones commissuraux (ayant leur corps cellulaire logé dans la partie dorsale du tube
neural) projettent leur axone vers le c6té ventral de I’animal. Les axones croisent ensuite la
ligne médiane au niveau de la plaque basale (créant ainsi une commissure) et se dirigent

ensuite vers le coté antérieur de

plandela D l’embryon (VOII‘ ﬁgure 7). LOI’S
ligne médiane
A .
T d’un tel processus, I’axone doit :
i L P
plaque alaire

(1) étre attiré vers la zone de

neurone B V
commissural
| \ commissure avant de croiser, (2)
axone commissura perdre cette capacité attractive
(pré-croisement) VERS LE CERVEAU
axone commissural pour sortir de la zone de

| (post-croisement)

commissure et (3) étre ensuite

repouss¢ de la zone de
plaque basale

commissure afin de s’¢loigner.

Figure 7. Schéma représentant la migration de I’axone d’un Ces décisions pI‘iSCS par I’axone
neurone commissural lors de I’embryogenése. Le corps cellulaire

du neurone commissural est logé dans la partie dorsale du tube neural représentent 4 elles seules un
en développement. Les axones commissuraux migrent vers la plaque
basale (située du coté ventral), la croisent (commissure), puis potentiel énorme pour 1’étude du
s’¢loignent de celle-ci pour se diriger vers la partie antérieure de
I’embryon (vers le cerveau). Les axes de ’embryon sont représentés guidage axonal; ce type de
par les fleéches situées dans le coin supérieur droit (« D » pour dorsal,

« V » pour ventral, « P » pour postérieur et « A » pour antérieur) systéme simple impliquant un
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concept crucial d’intégration des différents signaux présents dans ’environnement de
I’axone.

4.2.2. L’identification de molécules de guidage a ’aide du systéme modele des

neurones commissuraux

L’existence des signaux de guidage fut tout d’abord mise en évidence, avec les premiéres
expériences démontrant que des explants cellulaires pouvaient influencer le guidage a
distance, prouvant qu’il y avait production de facteurs chimiotactiques. Des études
reportérent que le « Nerve Growth Factor » (NGF), induisait une attraction des neurones
des ganglions dorsaux in vitro et que sa surexpression in vivo attirait les fibres nerveuses
sympathiques (Menesini Chen et al., 1978). Le NGF fut donc la premiére molécule de
guidage connue, bien qu’elle était identifiée depuis 1954 pour sa capacité a promouvoir la
croissance des neurones (Cohen et al., 1954).
En paralléle, les tentatives d’identification de nouvelles molécules chimiotactiques furent
souvent vaines et on dit attendre I’avénement des techniques biochimiques plus raffinées
avant que soit découverte une molécule de guidage.
Au sein du tube neural, il avait été démontré que la plaque basale dégage un ou des facteurs
capable(s) de promouvoir et de diriger la croissance des axones commissuraux» (Placzek et
al., 1990a; Tessier-Lavigne et al., 1988). Au sein de deux études publiées conjointement en
1994 par le laboratoire Tessier-Lavigne, ce facteur fut isolé et caractérisé. Il s’avéra étre
suffisant pour induire croissance et ’attraction des axones commissuraux in vitro et in vivo
(Serafini et al., 1996). La molécule fut nommée « Nétrine », d’aprés le mot sanskrit

« netr », signifiant « celui/celle qui guide » (Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1994).

4.3. Molécules associées au guidage axonal des neurones commissuraux

Depuis la découverte de la Nétrine, plusieurs autres molécules de guidage furent aussi
mises en évidence pour leur effet de guidage sur les neurones commissuraux. Certains
induisent D’attraction des neurones commissuraux et d’autres, la répulsion. Quelques
facteurs ont aussi été reportés pour avoir a la fois un effet attractif et répulsif, dépendant du
contexte biologique (type cellulaire, temps dans le développement, etc.) Les axones
commissuraux sont soumis a plusieurs molécules de guidage lors de leur migration. La

premiére classe comprend 4 familles « classiques » de molécules de guidage, c’est-a-dire
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les Sémaphorines, les Slit, les Ephrines et les Nétrines (Dickson, 2002). La deuxiéme classe
de molécules incluent des facteurs ayant clairement un réle double lors du développement :
plus précisément un role de guidage et un role de morphogene. Cette deuxiéme catégorie
comprend les morphogenes Wnt, BMP et Shh (Charron and Tessier-Lavigne, 2005).
Il a été démontré que certains des récepteurs abordés ici sont phosphorylés en tyrosine une
fois liés a leur ligand spécifique (voir DCC et UNCS a la section 4.3.4) (Meriane et al.,
2004; Tong et al., 2001), ainsi que EphA et EphB a la section 4.3.3) (Palmer et al., 2002;
Zisch et al.,, 1998)). Cette modification post-transcriptionnelle semble globalement
importante pour le guidage axonal, puisqu’une perte de 1’activit¢ de phosphorylation en
tyrosine engendre des problémes d’extension des axones (Robles et al., 2005; Worley and
Holt, 1996). Ces phosphorylations en tyrosine semblent hautement reliées aux kinases de la
famille Src (SFK) (Knoll and Drescher, 2004; Li et al., 2004; Meriane et al., 2004) et seront
davantage ¢élaborées plus loin (voir section 6.1.1).

4.3.1. Guidage axonal médié par les Sémaphorines
Les Sémaphorines sont une famille nombreuse de ligands liés a la membrane et secrétées,
séparée en 8 classes majeures : Sémaphorines-1 a -7 et Sémaphorines-V. La classe 5 est
retrouvée a la fois chez les vertébrés et les invertébrés, tandis que les classe 1-2 sont
uniquement retrouvées chez les invertébrés, la classe V chez les virus et les classes 3,4,6,7
chez les vertébrés (Raper, 2000). Elles ont tout d’abord été reportées pour leur role dans la
répulsion axonale et furent donc initialement nommées « Collapsine », étant capable
d’induire I’effondrement (ou du moins I’inhibition de la progression) du cone de croissance
(Luo et al., 1993). Bien que le rdle répulsif des Sémaphorines leur est classiquement
attribu¢, il fut ensuite déterminé que ces molécules peuvent aussi médier une
chiomioattraction (Castellani et al., 2000). Il existe toute une variété de récepteurs pour les
Sémaphorines, séparés en 2 groupes : les Neuropilines et les Plexines. La capacité de
convertir le signal répulsif en signal attractif dépend de la co-expression de ces récepteurs
avec d’autres protéines, telles que L1 (qui est une molécule d’adhésion a domaines
fibronectine III et immunoglobulines) (Castellani et al., 2002).
En terme du guidage des neurones du tube neural, des travaux démontrérent que des

sémaphorines sont exprimées par les tissus ventraux et médient une répulsion des neurones
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commissuraux apreés que ceux-ci aient croisé la plaque basale (post-croisement), les
empéchant de revenir a la ligne médiane (Zou et al., 2000).
4.3.2. Guidage axonal médié par les Slit

La protéine sécrétée Slit a tout d’abord été¢ identifié¢e comme un facteur produit par
certaines cellules gliales trouvées de long de la ligne médiane du SNC embryonnaire de
drosophile. Il fut observé par le méme groupe qu’une disruption de S/i¢ entraine un
probléme de trajectoire des axones commissuraux (Rothberg et al., 1990). De facon
indépendante, le géne roundabout (robo) fut identifié, lors d’un crible réalisé chez la
drosophile, comme étant requis pour la migration adéquate des axones commissuraux
(Seeger et al., 1993). Une altération de Robo engendre des axones commissuraux recroisant
la ligne médiane de I’embryon, aprés 1’avoir déja croisée (Kidd et al., 1998). Ce n’est que
par la suite que les preuves d’un lien ligand-récepteur entre Slit et Robo furent établies a
I’aide de systémes mammiferes (Brose et al., 1999) et de drosophile (Kidd et al., 1999). 1l
fut plus clairement caractérisé qu’une activation de la signalisation via le récepteur Robo
engendre une répulsion de 1’axone, qui évite ainsi la source de Slit.

Il faut noter qu’il n’existe qu’une seule protéine Slit chez les invertébrés, tandis que trois
Slits (Slit1-Slit3) sont trouvées chez les vertébrés. Concernant les récepteurs Robo, les
vertébrés en possedent quatre (Robol-Robo4), alors que seulement trois sont retrouvés chez
la drosophile (Robo1-Robo3) (Dickson and Gilestro, 2006).

4.3.3. Guidage axonal médié par les Ephrines

Dans les années 60, Sperry énonga une théorie stipulant qu’il existe dans les tissus des
gradients de molécules formant globalement une carte topographique. Il élabora cette
théorie en étudiant les neurones rétiniens, qui se connectent au tectum optique (dans le
cerveau) d’une maniére gradée selon leur position initiale au sein de la rétine (Sperry, 1963;
Tessier-Lavigne, 1995). La classe de molécules responsables de cet effet n’ont été
identifiées qu’en 1995 et furent nommées « Ephrines » (Cheng et al., 1995), référant au fait
que ces molécules ont pour récepteurs les protéines « Eph ». Les Eph sont des récepteurs de
type tyrosine-kinase identifiés lors d’un crible fait dans une lignée de carcinome
« erythropoietin-producing hepatocellular » ; le géne identifi¢ fut ainsi baptis¢ « Eph »
(Hirai et al., 1987; Murai and Pasquale, 2003). Les Ephrines sont des molécules de guidage

attachées a la membrane de la cellule productrice : les Ephrines A sont attachées a la
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membrane via un GPI (glycosyl phosphatidylinositol) tandis que les Ephrines B ont un
domaine transmembranaire. Les Ephrines se lient typiquement aux récepteurs EphA et les
Ephrines B aux EphB. Les Eph et Ephrines ont été identifiées dans une panoplie de
vertébrés, chez la drosophile et le nématode ; le nombre de ces geénes étant cependant plus
grand chez les vertébrés (Flanagan and Vanderhaeghen, 1998).
La signalisation des Ephrines, induite par contact avec leur récepteur Eph, engendre une
répulsion de I’axone. Dans un territoire ot il y a présence d’un gradient d’Ephrines, I’axone
pourra pénétrer plus ou moins loin selon ses niveaux d’expression de récepteurs Eph. Les
Ephrines et les Eph sont aussi requis pour le guidage adéquat de divers systémes nécessitant
le croisement de 1’axe médiant (Williams et al., 2003; Yokoyama et al., 2001). Récemment,
I’EphrineB3 et les récepteurs EphB ont été mis en évidence pour un réle dans le guidage
post-croisement des neurones commissuraux du tube neural(Kadison et al., 2006).

4.3.4. Guidage axonal médié par les Nétrines
Cette famille de récepteurs comprend classiquement 3 membres : Nétrine-1-3. D’autres
protéines reliées aux Nétrines furent identifiées chez les vertébrés : Nétrine-f ( (ou Nétrine-
4) (Yin et al., 2000) et les Nétrines-G (Nakashiba et al., 2000). Les Nétrines1-4 sont
conservées évolutivement et correspondent a des protéines secrétées, tandis que les
Nétrines-G sont liées a la membrane par un GPI (Cirulli and Yebra, 2007).
La Nétrine-1 est la plus étudi¢e, connue comme facteur attractif des axones commissuraux
avant que ceux-ci ne croisent la plaque basale. Elle fut également caractérisée comme
facteur attractif pour d’autres neurones, par exemple les neurones empruntant la voie
lemniscale (Kubota et al., 2004). La Nétrine-1 peut cependant aussi induire un effet
répulsif, comme observé pour les neurones moteurs composant le nerf trochléaire
(Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995). Ce role double est possible grace a I’expression
différentielle des récepteurs de la Nétrine : les « Deleted in Colorectal Cancer » (DCC) et
les UNCS5 (Hong et al., 1999). L’expression de DCC seul est associée a un effet attractif sur
les neurones. La co-expression de DCC et UNCS, ou I’expression de UNCS5 seulement,

mene a une répulsion de 1’axone (Cirulli and Yebra, 2007).
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4.3.6. Guidage axonal médié par les BMP

Une fois que fut découvert le role de guidage de Nétrine-1 sur les axones commissuraux,
une des questions sans réponse fut d’expliquer comment naviguent les axones lorsqu’ils
sont en territoire dorsal. Il fut en effet observé qu’en absence de Nétrine-1 ou de son
récepteur DCC, les axones traversent la partie dorsale sans problémes (Serafini et al.,
1996), supposant la présence d’un ou des facteur(s) de guidage supplémentaire(s)
(probablement émis du c6té dorsal). Ces facteurs furent identifiés : il s’agissait des « Bone
Morphogenic Proteins » (BMP) (Augsburger et al., 1999), sécrété par la plaque alaire située
du coté dorsal de la moelle épiniére. Les BMP médient en effet une répulsion des axones
commissuraux, les poussant hors du territoire dorsal jusqu’a ceux-ci captent le gradient
attractif de Nétrine-1 émis du coté ventral.

Les BMP font partie de la superfamille des « Transforming Growth Factor-f » (TGF-p),
qui sont des cytokines impliquées dans une panoplie de fonctions biologiques. Chez la
drosophile, le géne decapentaplegic (dpp) est I’homologue des TGF-B(Gelbart, 1989). Lors
de la formation de la moelle épinicre, certains membres de la famille BMP/TGF- sont
secrétés par la plaque alaire (comme abordé précédemment) et sont requis pour la
différenciation des neurones dorsaux (Lee et al., 1998). Les membres de cette famille
possedent donc un rdle double de morphogeéne et de protéine de guidage lors du
développement du tube neural, agissant sur les neurones situés du c6té dorsal (Charron and
Tessier-Lavigne, 2005).

4.3.5. Guidage axonal médié par les Wnt

Le ligand Wnt peut activer différentes voies de signalisation; celle étant la mieux
caractérisée est définie comme la voie Wnt canonique, qui fait intervenir des composantes
évolutivement conservées. La transductionde la voie Wnt canonique repose sur la
régulation de 1’accumulation cytoplasmique du facteur f-caténine. De fagon basale, la f3-
caténine est ubiquitinée et envoyée au protéasome pour &tre dégradée, via 1’ajout de
phosphorylation induites par les kinases CKI et GSK3 (voir section 3.4.2 et 3.4.3
respectivement). Cependant, lorsque Wnt vient lier Frizzled (Fz), un récepteur a 7
domaines transmembranaires, il y a activation de la protéine Dishevelled (Dsh) qui ira
inhiber la kinase GSK3. L’inactivation de GSK3 entraine ainsi une baisse de

phosphorylation de f-caténine, induisant du méme coup une baisse de sa dégradation.
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L’accumulation de la [-caténine lui permet de lier les facteurs de transcription TCF et
d’induire les effets transcriptionnels associés a Wnt.
Un rble de guidage axonal a été découvert pour les Wnt chez la drosophile. Chez cet
organisme, les neurones commissuraux montrent des projections qui croisent la ligne
médiane de I’embryon (comme chez les vertébrés). Cependant, il existe une différence
majeure entre les systemes vertébrés et de drosophile : chez la mouche, 1’axone peut croiser
la ligne médiane soit du c6té antérieur ou postérieur. Il y a donc deux commissures au
niveau de la ligne médiane et 1’axone choisit une seule de ces commissures. L’expression
du récepteur Derailed sur les axones destinés a croiser du coté antérieur détermine le choix
de commissure, puisque ceux-ci sont repoussés par le ligand Wnt émis du coté postérieur
(Yoshikawa et al., 2003).
Quant aux vertébrés, le facteur Wnt4 forme un gradient antéropostérieur chez 1’embryon,
avec une expression de Wnt4 de plus en plus grande en se dirigeant vers le c6té antérieur.
Ce gradient serait important pour attirer les neurones commissuraux post-croisement via
I’action du récepteur Fz3 (Lyuksyutova et al., 2003).
Egalement chez les vertébrés, Wntl et Wnt3a sont émis par la plaque alaire du tube neural
en développement (Hollyday et al., 1995) et auraient un role dans la spécification du destin
cellulaire des neurones dorsaux. Les souris mutantes pour Wntl et Wnt3a montrent une
baisse, voire une disparition, des types cellulaires caractéristiques au domaine ventral du
tube neural (Chizhikov and Millen, 2005; Muroyama et al., 2002).
Les fonctions de guidage et de morphogene accordent un réle double aux facteurs Wnt dans
le développement, les placant dans la méme catégorie de facteurs que les protéines BMP et
Sonic hedgehog (Charron and Tessier-Lavigne, 2005).

4.3.7. Guidage axonal médié par Sonic hedgehog
Bien qu’une délétion génétique de la Nétrine-1 entraine de sérieux défauts de guidage des
axones commissuraux dans le domaine ventral du tube neural, une portion de ceux-ci
arrivent a se rendre a la plaque basale, impliquant la présence d’un ou des facteurs
supplémentaires (Serafini et al., 1996).
Le facteur attractif complémentaire a la Nétrine-1 fut identifi¢é par Charron ef al. et s’est
avéré étre le morphogeéne Sonic hedgehog (Shh) (Charron et al., 2003). Le gradient dorso-

ventral de Shh émis par les cellules de la plaque basale avait été caractérisé auparavant,
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mais était jusqu’alors corrélé uniquement aux phénomenes de différenciation des neurones
ventraux qui ont lieu plus tot dans le développement.

Plus récemment, un autre gradient de Shh au sein du SNC en développement fut décrit : il
serait établi longitudinalement dans 1’embryon, montrant des niveaux diminuant de fagon
postérieure-a-antérieure. Ainsi, pour les axones commissuraux post-croisement, Shh aurait
un role répulsif et médierait la migration de ces projections vers le cerveau de I’embryon
(Bourikas et al., 2005). Le mécanisme moléculaire expliquant comment les axones
commissuraux peuvent étre attirés (pré-croisement), puis repoussé (post-croisement) par

Shh n’a pas encore été dévoilé.

Lien entre le role de guidage de Shh et [’existence d 'une voie non-canonique

L’activation de la transcription par les facteurs Gli, via la cascade précédemment décrite
(voir section 3.5), constitue la charpente de la voie Shh canonique. Une signalisation Shh-
dépendante induisant ses effets sans l’aide de la transcription par les facteurs Gli
constituerait ainsi une voie non-canonique. La découverte d’un nouveau role pour Shh,
dans le guidage axonal, a donc amené a spéculer sur I’existence d’une voie non-canonique.
La preuve que le guidage axonal induit par Shh ne dépendait pas de D’activation des
facteurs Gli devait cependant étre faite.

Il a été décrit que Shh est capable d’affecter le cone de croissance de I’axone rapidement
(en un temps quantifié¢ pour étre de 8 minutes), ce qui est incompatible avec une régulation
via la transcription des facteurs Gli (qui s’étendrait plutdt sur plusieurs heures). Ce point a
ensuite été prouvé et il fut démontré que la transcription n’est aucunement nécessaire pour
le guidage des axones commissuraux induit par Shh (Yam et al., 2009 in press). Etant
devant la preuve que Shh peut induire (1) ses effets morphogeénes via les facteurs Gli
(Hynes et al., 1997) et (2) son action chimio-attractante indépendamment de la transcription
(Yam et al., 2009 in press), I’existence méme de la voie non-canonique n’est plus contestée.
Toutefois, cette constatation implique un concept d’intégration différentielle de la
transduction initi¢é par un méme signal et pourrait étre expliquée par deux hypothéses.
Premierement, les composantes de la voie canonique pourraient avoir des fonctions
inconnues et médier la réaction du cone de croissance face a Shh. Deuxiémement, Shh

pourrait agir a travers une voie de signalisation complétement distincte, notamment a
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travers la liaison a d’autres récepteurs. Le cumul grandissant d’évidences sur le guidage par
Shh indique que les deux hypotheses seraient partiellement valides : la voie non-canonique
serait a la fois constituée d’¢éléments de la voie classique et de composantes n’ayant pas été
auparavant connectées a la voie Shh. En d’autres termes, les voies canonique et non-
canonique auraient toutes deux des effecteurs communs et des régulateurs qui leur sont
propres. Ainsi, toutes ces composantes des voies canonique/non-canonique impliquées dans
le guidage par Shh travaillent de concert pout réguler le remodelage du cytosquelette au

sein du cone de croissance de I’axone en migration.

5. REMODELAGE DU CYTOSQUELETTE
5.1. Composantes du cytosquelette
Les cellules doivent étre en mesure de réorganiser leurs composantes internes ainsi que
d’adapter leur morphologie cellulaire en accord avec leur environnement. Elles y
parviennent grace a un réseau remodelable de filaments, appelé le cytosquelette. Trois types
principaux de filaments forment le cytosquelette : les filaments intermédiaires, les
microtubules et I’actine ; ces trois types de filaments étant un assemblage de plus petites
sous-unités.

5.1.1. Filaments intermédiaires
Les filaments intermédiaires apportent a la cellule une force mécanique et une résistance au
stress de tension. Ils sont composés de « protéines des filaments intermédiaires », une
famille nombreuse et hétérogéne. Les neurofilaments constituent la classe majeure de
filaments intermédiaires trouvés chez les cellules nerveuses.

5.1.2. Microtubules
Les microtubules, en plus de conférer un certain role de support, sont essentiels pour le
déplacement intracellulaire des composantes de la cellule (organelles, vésicules, etc.) Les
microtubules sont assemblés en forme de cylindre a partir de monomeéres de tubuline.

5.1.3. Actine
Les filaments d’actine sont requis pour le déplacement de la cellule et déterminent la forme
de la surface cellulaire. Les filaments d’actine constituent des polymeéres composés de
protéines d’actine, beaucoup plus flexibles que les microtubules. L’actine présente sous la

forme polymérisée peut étre appelée ’actine-F (Filament), tandis qu’on référe plutot a
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I’actine-G (Globulaire) pour les monomeres d’actine. Les filaments d’actine sont tres
dynamiques et sont sujets a étre réorganisés sous 1’influence de divers signaux. Il existe un
niveau supérieur d’assemblage de ces filaments ou ceux-ci s’organisent en faisceaux
d’actine et en réseaux d’actine. L’arrangement des faisceaux et réseaux d’actine
déterminent la formation de trois structures ayant des roles différents : les fibres de stress,
les lamellipodes et les filopodes. Les fibres de stress sont engendrées lorsque les filaments
d’actine sont arrangés en faisceaux contractiles ; elles sont associées a une augmentation de
I’adhérence et a la rétraction cellulaire (inhibant la motilit¢). Ensuite, lorsque les filaments
d’actine sont assemblés en faisceaux serrés, il y a formation de filopodes, qui sont des
projections allongées pointant vers D’extérieur de la cellule, permettant de scruter
I’environnement extracellulaire. Finalement, si les filaments sont disposés en un réseau
d’actine étendu en filet, il y aura formation d’ondulations membranaires, puis de
lamellipodes. Les lamellipodes, des structures en forme de feuillets, sont requises pour le
déplacement de ’entité cellulaire ou 1’¢longation d’une portion de la cellule (Albert et al.,
2002a; Lodish et al., 1997).

5.1.4. Implications des composantes du cytosquelette lors du guidage axonal
Pendant la migration axonale, le neurone projette son axone qui naviguera dans
I’environnement extracellulaire jusqu’a ce qu’il atteigne sa cible. Au bout de 1’axone est
situ¢ le cone de croissance, une structure hautement dynamique qui remodéle sans cesse
son cytosquelette.

Avant de pouvoir avancer de fagon appropriée, le cone de croissance requicre des points
d’attaches. L’adhésion peut se faire envers d’autres cellules ou envers les composantes de
la matrice extracellulaire. Cette propriété du cone de croissance est exploitée dans le cas de
molécules de guidage répulsives « anti-adhésives », qui peuvent venir empécher 1’axone de
pénétrer dans certaines régions. Il fut suggéré que la liaison du cone de croissance aux
substrats adhésifs engendre la formation de complexes qui viendraient relier les récepteurs
impliqués et les filaments d’actine, créant ainsi des protusions d’actine poussant vers le
substrat adhésif. Les filopodes sont particulierement en charge d’établir les contacts avec
les points adhésifs de I’environnement.

Toutefois, le cone de croissance ne fait pas simplement qu’avancer : il avance, tourne, se

rétracte et pause; ces actions étant en réaction aux signaux percus lors de sa navigation.



35

CHAPITRE 1

Ainsi, lorsque le cone de croissance détecte une molécule de guidance et initie un virage, il
s’agit en fait plutdt d’un biais envers une direction en particulier. Le cone de croissance se
réorganise alors et polymérise sa structure d’actine en direction de la source chimio-
attractante. Les microtubules présents dans la partie centrale du cone de croissance
s’avancent ensuite pour consolider la direction choisie. En comparaison de [’actine, les
microtubules et les neurofilaments remplissent plutét un role de soutien, étant beaucoup
moins sujet a de prompts changements que la périphérie du cone de croissance. Du coté
oppos¢ a la direction choisie, ’axone doit se défaire de ses points d’attache afin de
favoriser la progression vers la direction choisie par 1’axone. De fagon globale, le cone de
croissance peut donc tourner lorsque la réorganisation du cytosquelette se fait de facon
asymétrique au sein du cone de croissance (Albert et al., 2002b; Dickson, 2002; Koh, 2006;
Lowery and Van Vactor, 2009).

5.2. Dynamiques de remodelage de I’actine

Le cytosquelette d’actine est constamment en réarrangement, compos¢ de filaments qui se
polymérisent et se dépolymérisent a chaque extrémité. Bien que les deux extrémités soient
dynamiques, le filament d’actine est polaris¢é et montre un co6té qui se
polymérise/dépolymérise plus rapidement. Ce c6té est nommé 1’extrémité « plus » (+) et
Iautre, I’extrémité « moins » (-). Lorsque les deux extrémités du polymere d’actine sont
exposées, il peut s’établir un équilibre ou il y a autant de polymérisation d’un coté que de
dépolymérisation de I’autre ; cet état est souvent qualifié¢ de « tapis roulant ». Cet équilibre
peut étre perturbé lorsque certaines protéines se lient a I’'une des extrémités pour inhiber ou

catalyser la polymérisation d’actine.

5.3. Régulation du remodelage d’actine par les petites GTPases Rho

5.3.1. Fonctionnement des protéines de type GTPase
Les petites GTPases posseédent toutes la propriété de lier les molécules de guanosine
triphosphate (GTP) et de guanosine diphosphate (GDP), associ¢ a leur activité de guanine
triphosphatase (c’est-a-dire, capable de cliver le GTP en GDP). Cette capacité d’étre
chargées soit d'un GDP, soit d’un GTP, confeére aux GTPases un réle de régulateurs

binaires, souvent qualifié d’« interrupteurs » moléculaires. Elles oscillent ainsi entre leur
9
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forme active (liées au GTP) et leur forme inactive (liées au GDP) sous I’influence de
plusieurs signaux cellulaires.
5.3.2. Les petites GTPases de la famille Rho

La superfamille des petites GTPases (aussi appelée la superfamille des GTPases Ras) est
séparée en 5 familles : Ras, Arf, Rab, Ran et Rho. La famille Ras comprend les premiéres
GTPases identifiées, qui ont ét¢ énormément étudiées depuis leur découverte, notamment
pour leurs roles dans le cancer. Les familles Arf et Rab comportent des membres ayant
surtout été impliquées dans le trafic vésiculaire, tandis que les GTPases Ran sont
impliquées dans le transport cytoplasme/nucléaire et 1’organisation des microtubules. Les

membres de la famille des Rho régulent quant a eux I’organisation du cytosquelette

Tableau |: effecteurs des GTPases RhoA, Rac1 et Cdc42

potentie Type de protéine Fonction aux petites GTPases Aho
WASP, N-WASP Protéine d'échafaudage Organisation de l'actine Cdc42
PAK4 Sérinefthréonine-kinase Actine Cdc42
MRCKa, MRCKB Sérinefthréonine-kinase Actine Cdc42
IQGAP1,2 Protéine d'échafaudage  Actine/contacts cellule—cellule  Cdc42 Rac
PAK1, 2,3 Sérinefthréonine-kinase JNK/actine Cdc42 Rac
Mik2, 3 Sérinefthréonine-kinase JNK Cdc42 Rac
MEKK1, 4 Sérinefthréonine-kinase JNK Cdc42 Rac
WAVE/ Scar Protéine d'échafaudage Organisation de l'actine Rac*
POR-1 Protéine d'échafaudage Organisation de l'actine Rac
p140Sra-1 Protéine d'échafaudage Organisation de l'actine Rac
Dia1, Dia2 Protéine d'échafaudage Organisation de l'actine Rho
ROKa, ROKB Sérinefthréonine-kinase Actine/myosine Rho
Kinectin Protéine d'échafaudage Liaison aux kinésines Rho
MBS Sous-unité de phosphatase Inactivation des MLC Rho
Rhotekin Protéine d'échafaudage Inconnue Rho

Adaptation a partir de données disponibles dans une revue par Bishop et Hall. 2000
* Un lien fonctionnel a été décrit, mais pas une interaction directe

d’actine et I’expression de certains genes. La famille Rho comprend 22 membres connus,
dont les protéines RhoA, Cdc42 et Racl, jugées incontournables pour réguler le
cytosquelette d’actine. A eux trois, ces protéines contiennent le pouvoir de remodeler
différentiellement le cytosquelette selon le contexte biologique, grace entre autres a la
diversité des effecteurs que ces GTPases activées peuvent lier. Plus d’une cinquantaine
d’effecteurs pour RhoA, Racl et Cdc42 ont été identifiés, incluant des tyrosine-kinases, des

sérine/thréonine-kinases, des lipides-kinases, des lipases, des oxidases et des protéines
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d’échafaudage (se référer au tableau I pour une liste de certains effecteurs (Bishop and
Hall, 2000; Jaffe and Hall, 2005; Takai et al., 2001).
5.3.2.1. RhoA
Chez les mammiferes, la protéine « Ras homologous » (Rho) posséde trois isoformes ;
RhoA, RhoB et RhoC (RhoA étant le membre prototypique du groupe). L’activation de
RhoA meéne a la formation de fibres de stress, lesquelles sont associées a une augmentation
d’adhérence de la cellule. RhoA est associé a la rétraction des structures cellulaires en
¢longation. Dans les cellules en migration, RhoA est activé dans la partie opposée au front
de migration (Hall, 2005; Jaffe and Hall, 2005; Ridley and Hall, 1992). Etonnamment, de
nouvelles techniques de visualisation des GTPases permit d’observer que RhoA activé
serait aussi présent a I’avant de la cellule et viendrait participer a la dynamique du front de
migration, a la fois dans les neurones et les cellules en migration (Kurokawa et al., 2005;
Nakamura et al., 2005). La signification biologique de cette localisation est activement en
cours d’investigation. RhoA activé produit ses effets via deux effecteurs majeurs : les Rho-
kinases (souvent appelées « ROCK ») et les protéines « Diaphanous » (Dia), faisant partie
de la famille des Formines. Tous deux promouvoient a la fois la formation de filaments et
de faisceaux d’actine. Les Formines fonctionnent en liant I’extrémité « + » des filaments
d’actine pour faciliter I’incorporation de monomeres d’actine. Quant a ROCK, ce facteur
active la kinase LIMK, qui va ensuite phosphoryler et inactiver la cofiline, qui est un
facteur de dépolymérisation des filaments d’actine (Govek et al., 2005).
5.3.2.2. Cdc42

La protéine « Cell Division Cycle 42 » (Cdc42) est la seule protéine de type Cdc parmi la
famille des GTPases Rho. L’activation de cette GTPase est reliée a la formation de
filopodes (Nobes and Hall, 1995). En fait, ’activation de Cdc42 est associée a divers
processus survenant de facon asymétrique au sein de la cellule (Hall, 2005). Pendant
I’¢longation des neurites, la forme activée de Cdc42 est concentrée complétement a I’avant
de la cellule en croissance, particulierement dans les projections (Aoki et al., 2004). Cdc42
induit ses effets sur le cytosquelette en liant différents effecteurs. Parmi les principaux
effecteurs de Cdc42, on compte les protéines « Wiskott-Aldrich Syndrome Protein »
(WASP, souvent référé a N-WASP qui est plus largement exprimée), qui active le

complexe Arp2/3. Le complexe Arp2/3, qui est compos¢ de 7 protéines, est capable
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d’induire la polymérisation d’actine. Les WASP eux-mémes peuvent également lier
I’actine-G et faciliter ainsi la polymérisation du filament d’actine (Machesky and Insall,
1998; Miki and Takenawa, 2003). Cdc42 activé est également capable de lier la kinase
« p21-activated kinase » (PAK), menant ainsi a I’activation de cette derniére. PAK a pour
substrat la protéine LIMK qui vient stimuler la formation d’actine-F en inhibant la cofiline
(Jaffe and Hall, 2005). Cdc42 a aussi pour effecteur la protéine Toca-1, qui peut lier et
activer N-WASP pour promouvoir I’induction d’actine-F.
De fagon intéressante, lors de la migration cellulaire, un réle auxiliaire de Cdc42 est
¢galement d’influencer la réorganisation asymétrique des microtubules pour aligner
I’appareil de Golgi et les centrosomes en direction du front de migration. L’activation des
intégrines a I’avant de la cellule viendrait médier 1’activation GSK3 de fagon Cdc42-
dépendante (Etienne-Manneville and Hall, 2003).
5.3.2.3. Racl

La protéine « Ras-regulated C3 botulinum toxin substrate » (Rac) comprend trois
isoformes : Racl, Rac2 et Rac3. Parmi ces trois, Racl est la plus étudiée et fut caractérisée
pour sa capacité a induire des lamellipodes au sein de cellules en culture. Racl est associée
a un rdle pro-migratoire, étant requis pour pousser le front de migration de la cellule vers
I’avant. Lors de 1’extension des neurites, Racl activée est localisée vers I’avant du front de
migration, de fagon plus diffuse que Cdc42 (Aoki et al., 2004). Afin de remplir ses
fonctions sur le remodelage du cytosquelette, Racl fait également appel au complexe
Arp2/3. Toutefois, Racl utilise plutot les protéines WAVE (membres de la famille WASP)
pour activer le complexe Arp2/3 et ainsi promouvoir de fagon semblable la formation de
filaments d’actine. Racl et Cdc42 ont pour effecteur commun la protéine PAK, qui montre
donc une activit¢ Cdc42- et Racl-dépendante. Quelques effecteurs impliqués dans le
remodelage d’actine exclusifs a Racl sont connus, tels que la protéine « Partner of Rac »
(PoR-1), ayant un réle dans la formation de lamellipodes, et le facteur « Specific Racl-
associated protein » (p140Sra-1), qui co-sédimente avec les filaments d’actine.

5.3.3. Implications des petites GTPases Rho lors du guidage axonal
Les GTPases RhoA, Racl et Cdc42 contrdlent le remodelage incessant du cytosquelette
dans le cone de croissance, qui est hautement dynamique conséquemment a sa capacité de

réagir rapidement aux molécules présentes dans I’environnement extracellulaire.
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A I’aide de formes mutantes de Racl et Cdc42, il fut démontré que ces protéines sont
requises pour la croissance des neurites et qu’elles induisent la formation de lamellipodes et
de filopodes (respectivement) au sein du cone de croissance. En contraste a cet effet,
I’activit¢ de RhoA au sein du cone de croissance régule 1’effondrement de celui-ci et
I’inhibition de cette GTPase (& 1’aide d’une drogue bloquant son activité¢) induit la
croissance des neurites (Kozma et al., 1997). Les effets contraires de Rac1/Cdc42 et RhoA
impliquent une compétition de leur action au sein du cone de croissance et pointent vers
I’existence de mécanismes pour réguler leurs effets antagonistes. Un mécanisme proposé
découle de I’observation que RhoA activé peut inhiber 1’activation NGF-dépendante de
Racl via la formation d’un anneau d’actine-F a la périphérie du cone de croissance. Cette
structure d’actine empécherait Racl d’étre recrutée aux protrusions en réponse au NGF
(Yamaguchi et al., 2001).

Un autre exemple précis dans un systéme de guidage est le role de Racl dans la répulsion
via les Sémaphorines (voir section 4.3.1), qui fut décrit pour la premiére fois il y a plus de
10 ans a I’aide de neurones des ganglions dorsaux (Jin and Strittmatter, 1997). Depuis, il
fut établit que RhoA et Racl sont requis pour médier le remodelage du cytosquelette
associ¢ a la répulsion Sémaphorine-dépendante via le récepteur Plexine-B (Driessens et al.,
2001). Dans les neurones moteurs de drosophile, Racl activé interagit directement avec la
queue cytoplasmique de la Plexine-B ; cette liaison vient inhiber les effets de Racl en
séquestrant la GTPase hors de portée de son effecteur PAK, en plus d’augmenter
I’activation de RhoA (Hu et al., 2001). La régulation de RhoA s’est avérée €tre ensuite
expliquée par la présence d’un activateur. A partir de ce qui est connu, I’activité des
GTPases est en effet plus souvent modulée par des régulateurs et I’exemple de Racl étant
directement inhibé par un récepteur n’est pas un mécanisme commun pour gérer 1’activité

de ces molécules.

5.4. Régulation des petites GTPases Rho par les protéines GAP et les protéines GEF

Il existe trois types de protéines pouvant réguler I’activation des GTPases : les « GTPase
Activating Protein » (GAP), les « Guanine nucleotide-Exchange Factors » (GEF) et les
« Guanine nucleotide-Dissociation Inhibitors » (GDI). Les GDI fonctionnent en séquestrant

la GTPase inactive et en régulant sa localisation sous-cellulaire. Les GEF et les GAP
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controlent quant a eux 1’état binaire des GTPases, c’est-a-dire liées a un GTP ou liées a un
GDP. Cette modulation des GTPases contient tout le raffinement de 1’activit¢ des GTPase
requis pour engendrer une multitude d’événements cellulaires.

5.4.1. Les régulateurs négatifs des petites GTPases Rho (les protéines GAP)
Les GAP fonctionnent en venant accroitre 1’activité guanine-triphosphastase intrinséque a
la GTPase. Cette dernicre vient alors cliver le guanine-triphosphate (GTP) pour générer un
guanine-diphosphostate (GDP); la GTPase se retrouve ensuite sous sa forme inactive, li¢ au

GDP.

Tableau II: protéines GAP et GEF régulatrices des GTPases RhoA, Rac1 et Cdc42

,P ro(élr:v :I'ype Lo GTPase régulée Effet médié par la régulation des GTPases
Vav GEF Rac1 Guidage axonal
Vilse GAP Rac1 Guidage axonal
STEF GEF Rac1 Formation des neurites
FIR GEF Rac1 Formation des neurites
Chimaerines GAP Rac1 Croissance des neurites, effondrement du cone de croissance
Tiam1 GEF Rac1 Croissance des neurites; morphogenése des épines dendriticues
DOCKg GEF Rac1 Cde42 Croissance des neurites; morphogenése des épines dendritiques
PIX GEF Raci Cdce42 Régulation des protrusions dendritiques
RICS GAP Rac1 Cdce42 Neurites plus courts
sGAP GAP Cdca2 Guidage axonal
Intersectine GEF Cdc42 Embranchement; formation des épines dentritiques
Grit GAP Cdca2 RhoA Elongation des neurites
P190GEF GEF RhoA Embranchement des neurites
p190RhoGAP GAP RhoA Croissance des neurites
RA-RhoGAP RheA Croissance des neurites
GEF KIAA03880 GEF RhoA Rétraction des neurites
PDZ-RhoGEF GEF Rho Guidage axonal
Trio GEF Rac (GEF1) RhoA (GEF2) Croissance des neurites, guidage axonal
Kalirine GEF Rac (GEF1) RheA (GEF2) Formation des épines dendritiques, extension et rétraction des neurites et de l'axone
Ephexine GEF Rac1 Cdca2 RhoA Virage du cone de croissance

Adaptation a partir de données disponibles dans les revues par Tcherkezian et Lamarche-Vane (2007) et par Lowery et Van Vactor (2009)

Depuis I’identification de la premi¢re GAP en 1989, la famille des GAP s’est élargie au
point de contenir plus de 70 membres chez les eucaryotes. Le nombre de GAP dépasse
largement la quantité de protéines Rho; il semblerait que leur expression souvent tissu-
spécifique expliquerait une partie de ce paradoxe. Plusieurs GAP sont exprimées dans le
systéme nerveux, dont entre autres RICS, Grit, stGAP1, a2-chimérine, Vilse, SYD-1,
RARhoGAP, Nadrine et pl90GAP (Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007) (voir le
tableau II pour une liste de régulateurs retrouvés dans le systeme nerveux (Lowery and Van

Vactor, 2009; Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007)).
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Par exemple, le facteur RICS, qui est une GAP de Racl et Cdc42 sert a réguler I’¢longation
des neurites via Iinactivation de Cdc42. Chez la souris RICS”, lactivité de Cdc42 est
augmentée et induit des neurones d’hippocampe et de cervelet avec des neurites plus longs
(Nasu-Nishimura et al., 2006).
5.4.2. Les régulateurs positifs des petites GTPases Rho (les GEF)

De fagon globale, les GEF catalysent 1’échange d’un GDP pour un GTP sur les GTPase.
Plus précisément, la GEF lie tout d’abord la GTPase-GDP, qui relache alors son GDP,
menant a un complexe binaire. Ce complexe incorpore ensuite un GTP, menant ainsi a une
GTPase activée. Les domaines responsables de cet effet sont donc souvent appelés les
domaines GEF. Les protéines GEF sont d’ailleurs séparées en deux familles, définies par le
domaine GEF qui leur est associé.

5.4.2.1. Les facteurs GEF de la famille Dbl
La protéine « Diffuse B-cell lymphoma » (Dbl) a été la premiere GEF identifi¢e, démontrée
comme ¢tant capable d’activer Cdc42 in vitro(Hart et al., 1991). D’autre membres de la
méme famille ont ensuite été identifiées et portent tous un domaine « Dbl Homology-
pleckstrin homology domain » (DH-PH), qui est nécessaire pour ’activité de ces protéines.
En plus de Dbl, cette famille inclut notamment les protéines Tiaml, Trio, LARG, PDZ,
Vav, RhoGEF et Ephexine(voir le tableau II pour une liste de régulateurs retrouvés dans le
systéme nerveux (Lowery and Van Vactor, 2009; Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007)).
Tiam1 et STEF, toutes deux exprimées dans le SNC, engendrent la croissance de neurites
grace a leur capacité d’activer Racl (Leeuwen et al., 1997; Matsuo et al., 2002). Trio et la
Kalirine possédent la caractéristique de porter deux domaines GEF chacune, un étant dédié¢
a Racl (et RhoG) et I’autre 4 RhoA (Koh, 2006).

5.4.2.2. Les Rho-GEF de la famille DOCK
Une seconde classe de GEF fut identifiée et se distingue des GEF de la famille Dbl par la
présence de domaines « Dock Homology Region » 1 et 2 (DHR-1 et DHR-2). DOCK180
est le membre prototypique de cette famille de GEF évolutivement conservée contenant 11
membres. Cette famille peut étre séparée en 4 groupes : les DOCK-A a -D. Les DOCK-A et
-B sont des GEF de Racl seulement, tandis que les DOCK-D sont capable d’activer
seulement Cdc42. Les DOCK-C sont des GEF a la fois pour Racl et Cdc42 (Cote and
Vuori, 2007).
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La proté¢ine DOCK180 fut d’abord identifié¢e comme un partenaire de Crkll, pouvant
réguler la motilit¢ et la morphologie de la cellule (Hasegawa et al., 1996). Depuis,
DOCK180 et ses homologues, « Myoblast City » (MBC) chez la drosophile et CED-5 chez
le nématode, ont été caractérisés comme des activateurs en amont de Racl. Ils sont
impliqués dans la migration cellulaire, le développement musculaire, la fermeture du tube
neural, la croissance axonale, la phagocytose et 1’englobement des corps apoptotiques
(Erickson et al., 1997; Rushton et al., 1995; Wu et al., 2002; Wu and Horvitz, 1998). De
plus, DOCK180 a récemment ét¢ mis en évidence pour médier la rétraction associée a la
répulsion axonale via un récepteur EphB (Xu and Henkemeyer, 2009).
DOCKG®6 est plutot impliqué dans la croissance des neurites via ’activation de Racl et
Cdc42 (Miyamoto et al., 2007); tandis qu’un role pour DOCK9 fut récemment identifié
dans la croissance dendritique (Kuramoto et al., 2009).
Elmol
Un rdle pour la protéine Elmol/CED-12 fut identifi¢ au sein de la signalisation
DOCK180/Racl. Il a ét¢ démontré que Elmol/CED-12 coopére avec DOCKI180 pour
activer Racl pendant la phagocytose et la migration cellulaire (Gumienny et al., 2001; Wu
et al., 2001). Le complexe Elmol/DOCKI180 serait également impliqué dans la croissance
des neurites (Katoh et al., 2006). Elmol interagirait physiquement avec DOCKI180
(deBakker et al., 2004) pour générer un complexe qui, selon certains groupes, est requis
pour la pleine activation de Racl, dans un contexte de migration cellulaire (Brugnera et al.,
2002; Grimsley et al., 2004). Cependant, il semblerait que 1’abolition de I’interaction entre
Elmol et DOCKI180 n’affecte pas l’activit¢ GEF de cette derniére envers Racl. La
signalisation Rac en est cependant altérée, supposant ainsi un role pour Elmol dans la
propagation du signal (Komander et al., 2008).

5.4.3. Implications des régulateurs des petites GTPases Rho dans le guidage

axonal

La régulation des petites GTPases Rho lors du guidage axonal se fait principalement grace
a P’action des GEF et des GAP. Ces régulateurs font le pont entre le signal attractif ou
répulsif, détecté par le récepteur a la surface cellulaire, et I’activation des GTPases
controlant 1’actine. Plusieurs mécanismes de guidage utilisant les GAP et les GEF ont été

identifiés et seront décrits ici.
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Figure 8. Schéma illustrant quelques voies de signalisation utilisées par différents
systémes de guidage pour contréler le cytosquelette d’actine. Les molécules du guidage,
présente a ’extérieur de la cellule, sont détectées via leur récepteur spécifique. Cette
liaison vient activer les régulateurs des GTPases, des GAP ou des GEF, dépendant de
I’action du ligand sur le cone de croissance. Les GTPases sont ensuite régulées et vont
favoriser la polymérisation d’actine via Cdc42 et Racl, ou la formation de fibres de stress
via RhoA. (Schéma tiré d’une revue par Lawery et Van Vactor parue en 2009 (Lowery and
Van Vactor, 2009))

@

5.4.3.1. Implication des régulateurs des GTPases lors du guidage par les
Sémaphorines

Rappelons que les Sémaphorines sont surtout associées a la répulsion axonale et que leurs
actions engendrent un effondrement du cone de croissance et une rétraction de ’axone,
associée a I’activation de RhoA et I’inactivation de Racl.

La kinase Erb-2 peut interagir avec la queue cytoplasmique de la PlexineB ; en présence de
Semaphorine4D, il y a stimulation de 1’activité kinase de Erb-2 qui vient alors phosphoryler
la PlexineB et Erb-2. Cette phosphorylation est requise pour 1’activation de RhoA via les
GEF LARG et PDZ-RhoGEF ; ces dernicres avaient ét¢é démontrées auparavant comme
pouvant lier directement la queue cytoplasmique de la PlexineB (Swiercz et al., 2004).

5.4.3.2. Implication des régulateurs des GTPases lors du guidage par les
Slits
Dans un contexte de migration de cellules neuronales, les facteurs Slits arrivent a médier

leur effet répulsif en inactivant Cdc42. Lorsque les facteurs Slits lient leur récepteur Robo,



44

CHAPITRE 1

il y a interaction du facteur « Slit-Robo srGAP » (stGAP) avec la queue cytoplasmique de
Robo. La protéine srGAP vient alors inactiver Cdc42, engendrant une inhibition de la
croissance du coté faisant face au gradient de Slit. Ce mécanisme serait potentiellement
pertinent pour le guidage axonal via les Slits, puisque stGAP1 est exprimé dans plusieurs
régions pertinentes pour le guidage axonal, telles que le tube neural, le bulbe olfactif, les
cellules ganglionnaires de rétine et les neurones des ganglions dorsaux (Wong et al., 2001).
5.4.3.3. Implication des régulateurs des GTPases lors du guidage par les
Ephrines
La répulsion axonale médiée par les Ephrines a été décrite comme faisant appel a
I’inactivation de Cdc42 et Racl, ainsi qu’a ’activation de RhoA.
1l fut démontré que la queue cytoplasmique de EphA est capable de lier I’Ephexine, qui est
une GEF intéressante en ce sens qu’elle active a la fois RhoA, Racl et Cdc42. Cependant,
lorsqu’il y a interaction entre I’EphrineA et son récepteur EphA, il y a modulation de
I’activité de I’Ephexine : D’activit¢ GEF envers Rac2 et Cdc42 est inhibée tandis que
I’activité envers RhoA est augmentée. Ces actions coordonnées par I’Ephexine engendrent
I’effondrement du cone de croissance associé & la répulsion par I’EphrineA.
De plus, la liaison d’une EphrineB au récepteur EphA vient activer la GAP o-chimérine,
qui peut alors inactiver Racl résultant en I’inhibition de la progression du cone de
croissance (Iwasato et al., 2007).
5.4.3.4. Implication des régulateurs des GTPases lors du guidage par les
Nétrines
Récemment, la GEF Trio fut identifiée comme médiant 1’activation Nétrine-dépendante de
Racl. Trio peut lier le récepteur de la Nétrine, DCC, bien que !’interaction Trio/DCC ne
semble pas Nétrine-1 dépendante et serait requise pour un guidage adéquat des neurones
commissuraux (Briancon-Marjollet et al., 2008). De facon intéressante, 1’activation de Racl
par la Nétrine-1 serait également dépendante de la protéine adaptatrice Nck (qui lie
constitutivement la queue cytoplasmique de DCC) (Li et al., 2002).
Egalement, la Nétrine-1 requiert la kinase GSK3 (voir section 3.4.3) pour induire
I’activation de MAP1B (un facteur impliqué dans la régulation d’actine et de microtubules)

(Del Rio et al., 2004).
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5.4.3.5. Implication des régulateurs des GTPases lors du guidage par
NGF
L’¢longation des neurites stimulée par le NGF (voir section 4.2.2) fait appel au récepteur
TrkA, une protéine abondante dans les neurones. Lorsque le NGF lie son récepteur TrkA, il
y a recrutement de Grit via les protéines adaptatrices She et Crk, qui ont été caractérisées en
aval du récepteur activé. Grit est une GEF de RhoA et Cdc42, qui viendrait activer ceux-ci
pour médier le croissance neuritale (Nakamura et al., 2002).
5.4.3.6. Implication des régulateurs des GTPases lors du guidage par
Sonic hedgehog
Etant donné que I’étude du guidage par Shh est encore jeune, peu de choses sont connues
concernant les mécanismes impliqués dans le guidage axonal Shh-dépendant. L’effet de
Shh sur les GTPases Rho lors du guidage axonal n’a en fait jamais été caractérisé et reléve

de I’activation de la voie Shh non-canonique.

6. LA VOIE SONIC HEDGEHOG NON-CANONIQUE

L’avénement d’un role pour Shh au sein de phénomeénes de guidage axonal a suggéré
I’existence d’une voie Shh non-canonique. Cette voie expliquerait les phénoménes
cellulaires se produisant indépendamment de la cascade classique aboutissant a I’activation
des facteurs Gli. Ces processus incluent intuitivement tout événement cellulaire rapide qui
ne nécessite aucune transcription. On peut ainsi inclure les phénomenes faisant appel au

remodelage du cytosquelette, tel que la migration cellulaire et le guidage axonal.

6.1. Molécules impliquées dans une voie Shh non-canonique

Jusqu’a maintenant, la famille des kinases Src (SFK) constituent la seule classe de protéines
n’ayant été associées qu’a la voie Shh non-canonique, puisque tous les autres régulateurs de
la voie non-canonique ont ¢été reportés pour avoir aussi un effet sur la voie
transcriptionnelle.

6.1.1. La famille des kinases Src (SFK)

Depuis sa découverte en tant que premier oncogene humain, Src et les protéines qui lui sont
reliées constitue une famille de facteurs comptant parmi les plus étudiés depuis I’avénement

de la biologie moléculaire. La famille des kinases Src (SFK) inclue 9 membres (Src, Fyn,
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Yes, Fgr; Lck, Hek, Blk, Lyn et Frk) et sont impliquées dans le contréle d’une multitude de
processus incluant la régulation du métabolisme, la prolifération cellulaire, la
différentiation et la migration. Les SFK posseédent une structure avec un domaine « Src
homolgy 3 » (SH3) pouvant lier les domaines riches en prolines (PRD), un domaine « Src
homolgy 2 » (SH2) pouvant lier les motifs phospho-tyrosine et un domaine kinase qui leur
confére leur activité. Des interactions intramoléculaires des SFK gardent la protéine en
conformation inactive, via leurs domaines SH3 et SH2 liant respectivement un domaine
PRD et un résidu tyrosine phosphorylé (souvent référé a « pY527 » chez Src), situés sur
leur propre molécule. L’activation des SFK est associée a la phosphorylation d’une autre
tyrosine (référant au résidu « pY416 »), située dans le domaine kinase, et a la perte du motif
phospho-tyrosine sur le résidu Y527, induisant une libération du domaine SH2.
L’activation des SFK engendre également un changement de conformation, induisant le
déplacement des domaines d’interaction, maintenant disponibles pour leurs substrats et
autres molécules régulatrices (Boggon and Eck, 2004; Ingley, 2008).
Les SFK sont impliquées notamment dans la croissance des neurites (Beggs et al., 1994;
Suetsugu et al., 2002) et I’effondrement du cone de croissance médié par Slit (Wong et al.,
2004). De plus, il fut démontré que les SFK sont requises pour I’attraction et la croissance
des neurones induites par la Nétrine-1 (Liu et al., 2004) via son récepteur DCC (Li et al.,
2004; Meriane et al., 2004). Les SFK furent aussi impliquées dans la signalisation du
guidage axonal via les protéines Ephrines (Knoll and Drescher, 2004) et Sémaphorines
(Falk et al., 2005).

6.1.1.1. Activation des SFK
Les SFK peuvent étre modulées par plusieurs facteurs, dont le plus connu est probablement
le régulateur négatif de Src appelé « Src tyrosine kinase » (Csk), qui est responsable de la
phosphorylation sur la tyrosine 527 (promouvant donc la conformation inactive de la
molécule) (Boggon and Eck, 2004). D’autres régulateurs viennent activer les SFK tandis
qu’ils en sont le substrat, comme les récepteurs tyrosine-kinase et la « Focal Adhesion
Kinase » (qui seront abordés en méme temps que les autres substrats des SFK).
Les SFK au sein de la signalisation des RCPG
Bien qu’elles aient longtemps été étudiées indépendamment, il semblerait que les SFK sont

des effecteurs directs des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (Luttrell and Luttrell,
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2004). 11 a été suggéré que les SFK peuvent, dans certains contextes, lier directement le
RCPG grace a un motif phospho-tyrosine placé sur la queue cytoplasmique du récepteur
(Fan et al., 2001). Un autre mode de régulation impliquerait une modulation de 1’activité
des SFK par les sous-unités Ga,; et Gos (voir section 3.3.3), puisque I’incubation in vitro de
Ga meéne a une activation de Src. Il fut proposé que la sous-unité Go vienne se lier au
domaine catalytique de Src pour augmenter son activité kinase (Ma et al., 2000). Les -
arrestines (voir section 3.4.5) ont également été suggérées comme régulant 1’activité des
SFK, puisqu’elles peuvent lier directement Src et la recruter aux RCPG activés. Cette
interaction [-arrestines/Src viendrait d’ailleurs augmenter 1’activité spécifique de Src
(Luttrell et al., 1999). Finalement, un des substrat important de Src est la proté¢ine GRK2
(voir section 3.4.4) ; la phosphorylation de GRK2 est associée a une hausse de son activité
(Sarnago et al., 1999).

6.1.1.2. Substrats des SFK contrélant le remodelage du cytosquelette
Les substrats des SFK incluent une panoplie de molécules, dont les mieux caractérisés sont
certains récepteurs tyrosine-kinases (RTK) impliqués dans la reconnaissance de facteurs de
croissance. Il existe toutefois une gamme de substrats de Src spécialisés dans le remodelage
du cytosquelette d’actine, incluant par exemple la protéine N-WASP (Suetsugu et al., 2002)
et certains activateurs de Cdc42 (Miyamoto et al., 2003). La caractérisation de I’activité des
SFK (particulierement Src) sur le cytosquelette a surtout été influencée par la recherche
portant sur les intégrines, qui sont des protéines transmembranaires impliquées dans
I’adhésion cellulaire. Le role des SFK dans la transduction des intégrines les améne a
phosphoryler différents substrats tels que la « Focal Adhesion Kinase » (FAK), p130“*®, la
Paxilline, Vav2, pl90RhoGEF et la cortactine (Huveneers and Danen, 2009; Playford and
Schaller, 2004).
FAK
L’adhésion via les intégrines induit un changement de conformation de FAK lui permettant
d’étre phosphorylée par Src. Le complexe FAK/Src peut ensuite aller phosphoryler et
activer différents substrats (Chodniewicz and Klemke, 2004). Ce complexe FAK/Src
viendrait réguler le guidage axonal médi¢ par les Sémaphorines (Falk et al., 2005) et par la
Nétrine (Li et al., 2004), en plus d’étre généralement requis pour le guidage approprié¢ des

neurones commissuraux (Robles and Gomez, 2006).
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p130°%S

Plus précisément, le complexe actif FAK/Src active la protéine d’échafaudage p130°°.

L’activation de p130“*®

permet a celle-ci de recruter le complexe DOCK180/Elmo1 via son
association avec Crkll. Le complexe DOCKI180/Elmol régule positivement Racl (voir
section 5.4.2.2) (Huveneers and Danen, 2009). Le facteur pl130CAS est requis pour le
guidage axonal Nétrine-dépendant des neurones commissuraux (Liu et al., 2007) ; tandis
que FAK et pl30CAS ont été conjointement impliquées dans le remodelage du
cytosquelette d’actine induit par une Ephrine-A (Carter et al., 2002).

Paxilline

Le complexe FAK/Src peut aussi aller phosphoryler la paxilline, une protéine
d’échafaudage qui ira recruter B-Pix, qui est une GEF de Racl et Cdc42. L’interaction f3-
Pix/Racl serait requise pour la formation d’adhésions focales et d’ondulations
membranaires (ten Klooster et al., 2006). Il a été décrit que la paxilline est activée dans les
points de contact de neurones du tube neural mis en culture (Robles and Gomez, 2006).
Vav2

Les intégrines peuvent aussi promouvoir I’étalement cellulaire via la phosphorylation Src-
dépendante du facteur Vav2, qui est une GEF de Racl (Marignani and Carpenter, 2001).
Vav2 est un facteur également impliqué dans le guidage axonal par les Ephrines (Cowan et
al., 2005).

p190RhoGAP

Un engagement des intégrines mene aussi a la phosphorylation de pl90RhoGAP médiée
par Src. Comme son nom l’indique, pl90RhoGAP est un régulateur négatif de RhoA
(Arthur and Burridge, 2001; Arthur et al., 2000). pl90RhoGAP fut suggérée comme étant
le substrat principal de Src dans le cerveau, en charge de réguler la croissance et le guidage
des axones (Brouns et al., 2001).

Cortactine

Finalement, la transduction de intégrines méne aussi a une activation Src-dépendante de la
Cortactine. La protéine de cortactine, pouvant interagir avec les filaments d’actine ainsi que
le complexe Arp2/3, fait partie des facteurs capables de promouvoir la polymérisation
d’actine (au méme titre, par exemple, que la protéine WASP) (voir section 5.3.2.2) (Daly,

2004; Vuori and Ruoslahti, 1995). La régulation de la cortactine par les SFK a été décrite
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dans le guidage axonal de neurones de la rétine via les récepteurs EphA (Knoll and

Drescher, 2004).

6.2. Transduction cellulaire par une voie non-canonique

La compréhension du guidage médié par Shh en est encore a ses débuts, mais certains
acquis sont indéniables dans I’identification du mécanisme impliqué. On sait par exemple
que le guidage axonal Shh-dépendant requiert 1’effecteur Smo, bien que celui-ci ne lie pas
directement Shh (Charron et al., 2003), et la protéine Boc, qui est un récepteur pouvant
directement lier Shh (Okada et al., 2006).

Des données de notre groupe (présentement sous presse) ont décrit de nouveaux aspects
concernant la voie Shh non-canonique. Tout d’abord, il fut clairement démontré que la
transcription spécifiquement médiée par les facteurs Gli, ainsi que la transcription en
général, ne sont aucunement requises pour le guidage des neurones commissuraux par Shh.
Egalement, un role pour les kinases de la famille Src (SFK) dans le guidage par Shh fut
identifié. La présence de SFK phosphorylées (forme active des SFK) fut observée dans les
neurones pré-croisement, ainsi que dans les cultures de neurones dissociés. Plus
précisément, les phospho-SFK sont présentes au niveau du céne de croissance et leur
détection est d’ailleurs augmentée en présence de Shh. Afin de valider biochimiquement
ces observations, il fut également établi que 1’activité kinase de Fyn et Src (qui sont
fortement exprimées dans les neurones commissuraux) augmente apres stimulation a Shh.
Cette augmentation de 1’activit¢ de Src et Fyn induite par Shh est Smo-dépendante. De
plus, le réle de Boc au sein de la voie non-canonique fut investigué. En cellules en culture,
Boc surexprimé potentialise I’activation des SFK induite par Shh. Il fut aussi déterminé que
cette activation des SFK induite par Shh est bien soutenue par une voie indépendante de
toute transcription.

Chez les neurones en présence d’un gradient stable de Shh, la distribution de phospho-SFK
a méme démontré un biais en se concentrant vers le coté du cone de croissance faisant face
a la source de Shh. Cette activité asymétrique des SFK viendrait moduler le guidage,
puisqu’un gradient d’inhibiteur des SFK repousse les axones. Finalement, il fut démontré,
par deux moyens différents, que les SFK sont requises pour I’attraction des neurones

commissuraux vers Shh (Yam et al., 2009 in press).
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De toutes ces données se dégagent une relation claire ou Shh controle 1’activité des SFK
par un processus indépendant de la transcription par les facteurs Gli, mais dépendant des
protéines Smo et Boc. Toutefois, tout mécanisme reliant entre elles ces protéines est encore

nébuleux et reste a étre davantage investigué.

7. RAISONNEMENT ET OBJECTIFS

Considérant le lien potentiel pour une régulation des GTPases dans le guidage axonal
médié par Shh, nous nous sommes tout a bord intéressés a savoir si Shh pouvait avoir un
effet sur I’activation de Racl et Cdc42. Dans I’éventualité ou Shh entraine un effet sur les
GTPases Racl et Cdc42, une caractérisation de 1’activation Shh-dépendante dans les
neurones commissuraux serait alors entreprise. Une telle caractérisation représenterait la
premiére preuve d’un effet du morphogeéne Shh sur des petites GTPases Rho.

Etant donné que D’effet attractif de Shh requiert le récepteur Boc (Okada et al., 2006), nous
avons cherché a identifier des modifications de ce récepteur induites par Shh. Aucune
modification ou activation de Boc aprés ajout de Shh n’avait encore été reportée ou
observée quand mon projet fut entrepris. Nous avons misé sur 1’étude de la phosphorylation
de la queue cytoplasmique du récepteur Boc afin d’expliquer la transduction du signal Shh.
Nous avons adopté une approche en lignée cellulaire afin de mesurer s’il y avait une
phosphorylation de base de ce récepteur et si cette potentielle phosphorylation basale
pouvait étre modulée par la présence de Shh. En cas ou une phosphorylation Shh-
dépendante pouvait étre observée, encore faudrait-il Dattribuer a D’action de certains
effecteurs. Etant donné que 1’activation des SFK peut étre induite par Shh et que I’activité
de celles-ci est requise pour le guidage axonal Shh-dépendant (Yam et al., 2009 in press), il
est logique de croire que cette famille de protéines pourraient contribuer a la
phosphorylation de Boc. De plus, étant donné que 1’effecteur Smo est également requis
pour le guidage par Shh, la phosphorylation de Boc pourrait également relever de 1’activité
de Smo. La contribution des activités Smo- et SFK-dépendantes a cette phosphorylation de
Boc induite par Shh peut étre évaluée grace a 1’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques
pour les protéines SFK et Smo. Les expériences permettant de répondre a ces hypothéses
furent entreprises et les résultats obtenus sont exposés au chapitre II et discutés au chapitre

III du présent mémoire.
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RESUME

Le morphogéne Sonic hedgehog (Shh) est requis pour le guidage axonal des neurones
commissuraux lors du développement de la moelle épiniére, phénoméne impliquant
des événements de réorganisation du cytosquelette d’actine. Bien qu’il soit
généralement admis que le cytosquelette d’actine soit régulé via les petites GTPases de
la famille Rho, un effet de Shh sur ces protéines clés n’a jamais été observé dans
aucun contexte physiologique. Nous démontrons ici que Shh active les petites GTPases
Racl et Cdc42, tant en lignées cellulaires qu’en culture primaire de neurones
commissuraux embryonnaires. Cette activation de Racl et Cdc42 est rapide (de
I’ordre de 20 minutes) et donc, compatible avec les effets de guidage induits par Shh
sur les neurones commissuraux. En paralléle, nous avons observé que Shh induit une
augmentation de la phosphorylation en tyrosine de la protéine Boc (un récepteur a
Shh requis pour le guidage axonal) de facon dépendante de P’activité de I’effecteur
Smoothened et des kinases de la famille Src (SFK), constituant ainsi une piste pour

expliquer comment Shh induit son effet jusqu’aux petites GTPases Racl et Cdc42.

Mots clés: Shh, Cdc42, Racl, GTPase(s), neurones commissuraux, Boc, phosphorylation

en tyrosine, kinases de la famille Src (SFK)
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ABSTRACT

Sonic hedgehog (Shh) is required for axon guidance of commissural neurons during
spinal cord development, which involves reorganization of the actin cytoskeleton.
Although it is known that this process is regulated by small Rho GTPases, an effect of
Shh on these key proteins has not been clearly demonstrated. In this study, we show
that Shh activates the small GTPases Racl and Cdc42, both in cell line models and
primary cultures of embryonic commissural neurons. This activation of Racl and
Cdc42 occurs rapidly (i.e. 20 minutes), which is compatible with the guidance effects
of Shh on commissural neurons. In parallel, we observed a Shh-mediated increase of
tyrosine phosphorylation on the Boc protein (which is a Shh receptor required for
axon guidance) that is dependent on the activities of the effector Smoothened and the
Src¢ Family Kinases (SFK). This contributes to our understanding of how Shh induces

its effect on Racl and Cdc42.

Keywords: Shh, Cdc42, Racl, GTPase(s), commissural neurons, Boc, tyrosine

phosphorylation, Src Family Kinases (SFK)
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INTRODUCTION

Guidance molecules are key modulators of axon pathfinding during embryogenesis. Axons
are guided to their target by repulsive and attractive cues, which are sensed by the growth
cone'. A classic model to study axon guidance is the analysis of commissural neuron
projections in the developing neural tube, as these axons encounter multiple choice points
along the path to their destination. During embryogenesis, commissural neurons send their
axons from the dorsal neural tube to the ventral midline, where they cross the midline, thus
creating a commissure at the floor plate of the neural tube. Commissural axons are attracted
to the ventral region of the neural tube by a gradient of Netrin-1 produced by floor plate
cells®. However, abrogation of Netrin-1 expression in the neural tube does not completely
inhibit commissural neuron attraction’; suggesting that additional attractive guidance cues
are secreted by the floor plate. This additional guidance cue was later found to be Sonic
hedgehog (Shh)*, an evolutionary conserved morphogen previously characterized for its
ability to determine ventral identity of neural tube neurons. The activity of the 7-
transmembrane protein Smoothened (Smo), which was already known to be essential for
activation of the canonical Shh pathway and necessary for cell fate specification, is also
required for the attractive effect of Shh on commissural neurons.

Recently, Cell-adhesion-molecule-related/downregulated by oncogenes (Cdo) and Brother
of Cdo (Boc) were shown to function as novel Shh receptors, but only Boc was reported to
be required for commissural neuron axon guidance’. Boc and Cdo are related type I
transmembrane proteins comprise an extracellular domain which contain four to five
immunoglobulin (Ig) domains and two to three fibronectin type III (FNIII) repeats.

Moreover, they both show a high degree of similarity with other known receptors
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implicated in axon guidance, such as the Slit receptor Roundabout (Robo1) and Deleted in
colorectal cancer (DCC), which is a Netrin-1 receptor’.

Moreover, it was shown that axon guidance receptors, such as the Netrin receptors (DCC’
and UNC5® family members) and Ephrin receptors (members of EphA and EphB
families”'?) are tyrosine-phosphorylated once stimulated with their ligand. In fact, this
post-transcriptional modification is likely to be globally required for signal transduction,

11,12

since impairing tyrosine phosphorylation causes axon extension defects Signal
transduction by tyrosine phosphorylation of axon guidance receptors seems highly linked to
Src Family tyrosine Kinases (SFK)13’14’7. SFK comprise nine members: Src, Fyn, Yes, Fgr,
Lck, Hck, Blk, Lyn, Frk'">. SFK have been shown to be essential for proper outgrowth of

17 and to be required for Netrin-mediated chemoattraction and outgrowth

neurites
activity'™'*’. Recent work from our group revealed that Shh promotes the attraction of
axons through SFK activity'’. Interestingly, inhibition of transcription did not affect axon
guidance, thus suggesting that Shh might be activating a signaling cascade that promotes
axon guidance through actin cytoskeletal remodeling.

SFK have been shown to regulate cytoskeleton remodeling, notably by activating N-
WASP'" and small Rho GTPases. SFK act on small Rho GTPases by activating positive
regulators of Rac1*® and Cdc42*' and negative regulators of RhoA*. Guanine Exchange
Factors (GEF) promote the active state of the GTPase, by catalysing GTP loading, whereas
GTPase Activating Proteins (GAP) function as negative regulators by driving the
hydrolysis of GTP to GDP, rendering the GTPase inactive”. GTPases, being able to

alternate between active/inactive states, are often referred as molecular switches for signal

transduction in the cell. While active Racl and Cdc42 promote actin polymerization
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resulting in cell migration and axon elongation, active RhoA triggers actin remodeling
leading to retraction effects, such as growth cone collapse or increased adherence®**>%.

Our goal was to elucidate the molecular mechanism downstream of Shh-dependent axon
guidance. As Racl and Cdc42 promote actin polymerization, we investigated whether these
molecules were implicated in Shh-mediated axon guidance. Here, we report that the
morphogen Shh activates the small GTPases Racl and Cdc42 in both cell lines and primary
cultures of embryonic commissural neurons. As well, we observed that Shh induced
tyrosine phosphorylation of Boc, which was dependent on Smo and SFK activities. Taken

together, our data suggests that Racl and Cdc42, as well as SFK, are part of the molecular

mechanism that transduce Shh-dependent axon guidance.

RESULTS

Shh induces activation of the small GTPases Racl and Cdc42

Axon guidance is a dynamic phenomenon that involves quick remodeling of the actin
cytoskeleton. Actin reorganization is controlled by small Rho GTPases, which are
themselves modulated by upstream signals emanating either from intracellular or
extracellular cues'. Since Rho GTPases have been implicated in modulating axon
pathfinding, we examined whether they mediated Shh-dependent commissural axon
guidance. A role of GTPases in Shh-dependent axon pathfinding has never been reported.
Thus, we investigated the activation of the small GTPases Racl and Cdc42 upon Shh
stimulation using GTP loading assays (or Pak pull-down). In our case, one pull-down
reveals activation levels for both GTPases, Pak being a common effector for Racl and

Cdc42. We first ensured that the antibodies revealed specifically both endogenous and
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overexpressed Cdc42 or Racl (figure S1A). We also tested the sensitivity of the GTP

2728 and observed that it was accurate to

loading assay using previously reported controls
measure activity of endogenous Racl and Cdc42 (figure S1B). We then investigated if Shh
could induce an activation of Racl and Cdc42. In order to do this, we stimulated cultured
cells for 60 minutes with increasing concentrations of Shh and found that all doses tested
activated both Racl and Cdc42; the strongest activations being observed with the 2.5nM
and 5nM concentrations (figure 1A). The 5SnM dose was chosen to perform the ulterior
experiments. We next tested whether this dose could induce activation of Racl and Cdc42
in a timeframe suitable for axon guidance mechanisms, which occur in less than an hour.
Cultured cells were briefly stimulated with 5nM of Shh and lyzed to visualize GTPase
activity. In HEK293T cells, activation of both Racl and Cdc42 was observed as quickly as
5 to 10 minutes following Shh treatment (figure 1B). In COS7 cells, we observed
activation of both Rac1l and Cdc42 following a 20 minutes treatment with Shh (figure 1C).
We next wanted to determine whether Shh activated Racl and Cdc42 in commissural
neurons. To achieve this, we prepared primary cultures of commissural neurons dissected
from stage E13.5 rat embryos'” and tested GTPases activation in these cells. We observed
activation of both Racl and Cdc42 in commissural neurons after 20 minutes of Shh
treatment (figure 2). Taken together, our data indicates that Shh promotes Racl and Cdc42
activation in both established cell lines and primary cultures of embryonic commissural
neurons. This occurs within a timeframe consistent with events relating to actin cytoskeletal
rearrangements and axon guidance.

Mapping of Boc cytoplasmic domains required for basal tyrosine phosphorylation

In order to further investigate how Shh signaling is transduced to small Rho GTPases, we
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focused on Boc, a Shh receptor required for axon guidance. Knowing that tyrosine
phosphorylation is important for extension of the neuronal growth cone and required for
signaling of several axon guidance cues, we examined whether tyrosine residues within the
cytoplasmic tail of Boc were targeted for phosphorylation.

We generated deletion mutants of Boc in fusion with the GFP (Boc-GFP). No obvious
predicted domains are present in the cytoplasmic region of Boc, thus, we created mutants
lacking each half of the cytoplasmic tail and also generated a point mutant of Boc where
tyrosine 899 was mutated to a phenylalanine (Y899F) (figure 3A). This tyrosine and the
neighboring residues (Y-T-M/A-V-P) are conserved in Boc throughout vertebrate species,
but also conserved between Boc and Cdo (mostly showing low conservation of its
cytoplasmic tail with Boc). To assess that all mutants were properly expressed and
localized, we verified subcellular localization of all Boc-GFP mutants by epifluorescence
microscopy. As expected, we observed wild type Boc (Boc-WT-GFP) localized at the
membrane and in the Golgi apparatus. All Boc-GFP mutants exhibited a subcellular
localization similar to the wild type protein. While Boc-Acyto-GFP (lacking the
cytoplasmic domain) showed slightly lower levels of expression, its subcellular localization
was not affected (figure 3B). Expression of Boc-GFP mutants was also examined by
immunoblotting (figure 3C). All mutants except Boc-Acyto were expressed at similar
levels as Boc-WT-GFP, confirming the data obtained by microscopy.

To evaluate the phosphorylation status of tyrosine residues present within the cytoplasmic
domain of Boc, lysates of cells overexpressing either Boc-WT-GFP or its mutant
derivatives were immunoprecipitated using an anti-GFP antibody and phospho-tyrosine

levels were assessed by immunoblotting using an antibody specific for phosphorylated
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tyrosine residues. We observed that Boc-WT-GFP exhibits a basal phospho-tyrosine signal,
which is completely lost on Boc-Acyto-GFP (figure 3D). We concluded that the basal
phospho-tyrosine signal was specific to the cytoplasmic tail of Boc-WT-GFP as it
disappeared when the cytoplasmic tail is truncated. With the same method, we then looked
at the phospho-tyrosine levels of Boc mutants to identify the region comprising the
tyrosine(s) that are phosphorylated in the basal state. We observed that the phospho-
tyrosine level decreased significantly with Boc-A1-GFP, which lacks the proximal portion
of the cytoplasmic tail (figure 3E). While the proximal region of the Boc cytoplasmic
domain comprises Y899, mutation of this residue does not affect the basal phospho-
tyrosine as Boc-Y899F-GFP still exhibits a significant level of tyrosine phosphorylation
(data not shown). Thus, our results show that the proximal part of the cytoplasmic portion
of Boc comprises basally phosphorylated tyrosine residue(s). However, either Y899 is not
modified; or either it is modified, but the effect was not detected because other phospho-
tyrosine motifs are still present on Boc.

Shh induces tyrosine phosphorylation of Boc, in a SFK- and Smoothened-dependent
manner

We next wanted to test whether Shh modulated Boc tyrosine phosphorylation levels.
Immunoprecipitation and phospho-tyrosine immunoblot were performed on cells
stimulated with 5nM of Shh, for 20 minutes, which also stimulates GTPase activity. We
observed an increase in tyrosine phosphorylation of Boc-GFP upon Shh stimulation when
compared to the untreated control (figure 4A). Furthermore, **P labeling of COS7 cells
transfected with Boc-GFP demonstrated that Shh treatment lead to a 2.5 fold increase in

Boc phosphorylation when compared to unstimulated cells (figure 4B). To determine
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whether SFKs mediate Boc tyrosine phosphorylation, we stimulated COS7 cells with Shh
in the presence of either PP2, a chemical inhibitor of SFK®, or PP3, a structural analogue
of PP2, which does not affect SFK activity’’. While PP2 inhibited Shh-mediated Boc
tyrosine phosphorylation, PP3 had no effect (figure 4C). We next examined whether the
increase in Boc phospho-tyrosine levels was dependent on Smo activity. COS7 cells
expressing Boc-GFP were treated with Shh in presence or absence of SANT-1, an inhibitor
of Smo activity’'. SANT-1 treatment lead to a partial inhibition of Shh-induced Boc
tyrosine phosphorylation (figure 4C). Taken together, these data suggest that Shh
stimulation induces Boc tyrosine phosphorylation through a mechanism that requires both

SKF and Smo activities.

DISCUSSION

Small Rho GTPases are key regulators of cytoskeletal reorganization, which occurs in
every cell shape-remodeling phenomenon, including axon guidance™~?. Commissural
axons react to surrounding cues present in their environment, such as the Shh gradient
released by floor plate cells of the neural tube. We report here that Racl and Cdc42 are
activated in embryonic commissural neurons in presence of Shh. These results are
consistent with the attractive effect of Shh on commissural neurons at that embryonic stage®
and the migration-promoting roles of activated Racl®® and Cdc42** in axon guidance
contexts. The timeframe (20 minutes of Shh stimulation) is compatible with axon guidance
mechanisms, which implicates response of the growth cone within few minutes. This
timeframe is considered ‘“short-term” compared to Shh-induced cell fate mechanisms

involving transcriptional events showing their effect after hours or even days. In fact, our
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team has shown that commissural axons can still be attracted by Shh in presence of
transcription inhibitors'’. Taken together, these data suggest that Shh affects Racl and
Cdc42 independently of the canonical pathway events, which acts through Gli transcription
factors.

We also determined which Shh concentrations were optimal to activate Racl and Cdc42.
Even though Shh concentration present in the neural tube in vivo has never been clearly
quantified, a range of concentration emerged from cell specification experiments using
embryonic spinal cord tissue®. The 5nM concentration used in this study was shown to be
able to induce differentiation of precursor cells of the neural tube tissue into motor
neurons’”.

The dose and the timeframe of this Shh-mediated activation of Racl and Cdc42 was
validated in a cellular in vitro model (HEK293T and COS7 cell lines) and in embryonic
stage 13.5 commissural neuron primary culture, the latter confirming that Shh activation
can occur in the right cell type and at the right time during development. Indeed,
commissural neurons are exposed to Shh in vivo in the spinal cord during this
developmental stage”.

After having characterized the Shh-mediated effect on small Rho GTPases, we then
investigated possible mechanisms explaining how this effect could be transduced. We
focused on Boc, which is required for commissural axon guidance’ and shows high
resemblance to other axon guidance receptors, such as Robol and DCC’. More specifically,
we focused on potential tyrosine phosphorylation events on Boc and generated Boc-GFP
mutants. We observed that Boc’s cytoplasmic tail indeed carried a basal phosphorylation

and that most of it was carried by the proximal part of the cytoplasmic tail. We then asked
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whether this tyrosine phosphorylation could be modified by Shh. We observed, by
measuring phospho-tyrosine levels and phosphate incorporation, that Boc was indeed
phosphorylated after Shh stimulation, with the same timeframe and doses used for the GTP
loading assays.

Because of the increasing amount of evidence leading to a role of the SFK in other axon
guidance systems, we investigated if the observed increase of Boc’s tyrosine
phosphorylation was dependent on their activity. We found that the Shh-induced increase
of the phospho-tyrosine signal on Boc is indeed dependent on SFK activity, raising the
possibility that one of the SFK may directly phosphorylate Boc. This possibility is
reinforced by recent data from co-immunoprecipitation experiments performed by our
group showing that Boc and Fyn bind to each other in vitro. Furthermore, it was also
determined that overexpression of both Boc and Fyn leads to higher phospho-tyrosine
levels of Boc (unpublished data). Also, the kinase-activity of Fyn has been reported to be
required for Netrin attraction in spinal cord axons'®,'*,’".

It has previously been shown that Smo, which is an effector of the Shh canonical pathway,
is required for axon guidance of commissural neurons®. We therefore tested if the increase
of Boc phospho-tyrosine signal was dependent on Smo activity. We found that the activity
of Smo was required for increase of tyrosine phosphorylation of Boc induced by Shh. This
is especially interesting considering that axon guidance experiments performed with
commissural neurons show that Smo activity is required for attraction by Shh*. It was also
reported more recently that Smo activity is in fact required for Shh-induced SFK activation
in embryonic commissural neuron cultures'’,

It is also interesting to note that SFKs all contain SH2 domains, which can bind phospho-
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tyrosine motifs'>. Therefore, in theory, SFK could bind to either Boc’s basally
phosphorylated tyrosine(s) or Boc’s Shh-dependent phosphorylated tyrosine(s). Taken
together, our data and previously published work suggests a transduction mechanism where
Shh stimulation triggers Smo, which leads to activation of the SFKs (possibly Fyn), which
then promote tyrosine phosphorylation of Boc.

We also can extend the role of SFKs in this process knowing that those molecules are
implicated upstream of GEFs and GAPs, which control GTPase activation state. In fact, a
GEF or a GAP is likely to be the missing link between the phosphorylated tail of Boc and a
direct activation of Racl and Cdc42. Interestingly, in Slit and Netrin-1 guidance, their
respective receptors (Robol and DCC) trigger signaling events through different binding
partners, that have an impact on GTPase activation and cytoskeleton remodeling®®*’. More
specifically, ligand binding to these receptors leads to a GEF or a GAP activation. For
example, a GEF called Trio was recently reported to mediate signal transduction between
DCC and Racl in Netrin-induced attraction of commissural neurons>®. Also, stGAP was
shown to link the receptor Robo and the GTPase Cdc42 in Slit-mediated repulsion®. In our
case, the potential GEF(s) responsible for Shh-induced Racl and Cdc42 activation though

the receptor Boc remains to be identified.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

DNA constructs
The coding sequence of mouse Boc (mBoc) in fusion with the green fluorescent protein
(GFP) was cloned in pEGFP-N1 and pCAGGS/ES vectors. Boc-GFP in pCAGGS/ES was

used to generate deletion mutants and point mutants (figure 3a). To obtain deletion
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mutants, portions of Boc’s cytoplasmic tail were amplified by PCR and cloned in mBoc-
GFP via BglII and Agel sites. The point mutant of a conserved tyrosine residue (Y899) to a
phenylalanine was generated using Quick Change Multi Site Directed Mutagenesis Kit' ™
(Stratagene). The binding domain of p21 of Pak, in fusion with GST, is cloned in pGEX-2T
and was kindly provided by Dr. Jean-Francois Coté (Institut de Recherches Cliniques de
Montréal, Montréal, Canada). Cdc42-Myc and Racl-Myc are cloned in pRKS5 and were a
gift from Dr. Nathalie Lamarche (McGill University, Montréal, Canada).

Cell culture and transfections

HEK293T and COS7 cells were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal bovine
serum and penicillin/streptomycin (all from Gibco-Invitrogen). Cells were transfected 24
hours after plating with Sug of DNA (in 10cm-dishes) or 1ug of DNA (in 6 well-plates)
using lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen). Shh-stimulated cells were serum-starved 24
hours after transfection. Biochemical studies were performed 48 hours after transfection.
Commissural neuron culture

Dorsal neural tubes from stage E13.5 rat embryos were isolated and placed in L15 medium
supplemented with 10% heat-inactivated horse serum (both reagents from Gibco-
Invitrogen). Neural tubes were then washed with HBSS and treated with trypsin (final
concentration of 0.15%) for 7 minutes (both from Gibco-Invitrogen). DNAse I (Sigma) and
MgSO,4 were then added to the neural tube preparation. Cells were spun and washed with
HBSS. After a second centrifugation, cells were washed again with HBSS and dissociated
using fire-polished glass Pasteur pipettes. Cells were then counted in presence of Trypan
blue and plated in Neurobasal medium supplemented with 10% of heat-inactivated fetal

bovine serum and 2mM of L-Glutamine (all from Gibco-Invitrogen). Cell medium was
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changed 24 hours after plating for Neurobasal Growth Medium (Neurobasal; B27
supplement; 2mM L-Glutamine - all from Gibco-Invitrogen). Biochemical assays were
performed 48 hours after plating.

Agonists and antagonists

Shh stimulations were performed for the indicated durations with 5nM as final
concentration (unless stipulated otherwise, i.e. in dose determination experiments for
example) using rh-Shh-C241I (R&D #1845-SH). Cells were treated with SANT-1, PP2 or
PP3 45 minutes before Shh treatment. SANT-1 was added in cell medium to a final
concentration of 400nM. PP2 and PP3 were put in medium to obtain a final concentration
of 200nM. Treatment with a 100mM sodium chloride solution for 10 minutes was used as a
postive control’’. PMA treatment consisted in adding phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA) in medium to a final concentration of 100nM, for 10 minutes”’. Insulin stimulation
was conducted at a final concentration of 100nM for 3 minutes®®. FBS treatment was
performed by adding fetal bovine serum (FBS) to a final concentration of 10% for 20
minutes.

Immunoprecipitation

Transfected COS7 cells were lysed in RIPA buffer (50mM Hepes pH7.4; 150mM NaCl;
10% glycerol, 1.5mM MgCl,; 1% triton; 0.1% SDS, ImM EDTA, 20mM NaF; ImM
Na3VOy; 1X Roche’s Complete protease inhibitor). Clarified lysates were precleared with
30uL of 50:50 slurry of A/G Plus agarose beads (Santa-Cruz #SC-2203) for 30 minutes.
Precleared cell lysates were then incubated with 4ug of anti-GFP polyclonal antibody
(Invitrogen #A11122) and immune complexes were allowed to form for 2 hours. A/G Plus

agarose beads were then added for one more hour of incubation at 4°C. Beads were washed
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three times with IpH 0.1% buffer (50mM Tris pH8.0; 150mM NaCl, 5SmM EDTA; 0.1%
NP-40; 20mM NaF; ImM Na3;VOy; 1X Complete protease inhibitor). Washed beads and
the inputs were boiled in Laemmli buffer, loaded on 10% SDS-PAGE and analyzed by
Western Blot using anti-phospho-tyrosine (BD Biosciences #610012) and anti-GFP
(Invitrogen #A11122) antibodies.

32Pi labeling of Boc-GFP

Transfected COS7 cells were incubated with 0,75mCi/mL of H3;**PO, (MP Biomedicals
#16401325) in presence of phosphate-free DMEM, one hour prior to Shh stimulation. Cells
were stimulated with 8,3nM of Shh (R&D Systems #1845-SH) and anti-GFP
immunoprecipitation were carried, followed by 10% SDS-PAGE. Labeled incorporated
phosphate levels were revealed by autoradiography in presence of Spectroline intensifying
screens.

GST-fusion protein production

GST fusion PBD-PAK1 (GST-PAK) was expressed in Escherichia coli. Bacteria were
lysed by sonication in lysis buffer (0.1% Triton X-100 in PBS) and cleared extracts were
incubated with Glutathione-agarose beads (Sigma) for 1h at 4°C. Beads were washed three
times with lysis buffer. The amount of GST-PAKI1 bound to the beads was quantified by
SDS-PAGE and Coomasie staining.

GTP loading assay by GST-Pak pull-down

Cells were harvested and lysed in MLB (25mM Hepes pH7.5, 150mM NaCl, 1% NP-40,
10mM MgCl,, ImM EDTA, 10% glycerol, 1X Roche’s Complete protease inhibitor).
Cleared cell lysates were incubated with Sug of GST-Pak fusion protein for 30 minutes.

Washed beads and the inputs were then boiled in Laemlli buffer, loaded on 14% SDS-
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PAGE and analyzed by Western Blot using anti-Racl (Upstate #05-389) and anti-Cdc42
(Santa Cruz Biotechnology #SC-98) antibodies.

Data analysis

Autoradiography films obtained after Western Blot were scanned as high-resolution
pictures. The extended histogram function of the Adobe Photoshop CS2 software was used
to quantify the intensity of each band. The background of each film was also quantified and
subtracted from the band intensities obtained. A fold ratio of the intensity of each band on
the intensity of the control band (corresponding to the untreated samples) was made for
each condition. The means of the obtained fold ratios were placed into the displayed
graphs. The standard error of the mean (SEM) was calculated by T-test (2 tails) and used
for setting error bars.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Shh stimulation increases Cdc42 and Racl activity in cultured cell lines.

(A) Shh stimulation increases activation of endogenous Cdc42 and Racl in a dose-
dependant manner. HEK293T cells were treated for 60 minutes with the indicated doses of
Shh. Cells were lysed and GTP-loaded Racl and Cdc42 were pulled down using GST-Pak
coupled to glutathione agarose beads. Endogenous levels of activated (pull-down) and total
(input) Racl and Cdc42 were detected by immunoblot (IB). These results are representative
of three independent experiments. GTP-bound forms of Racl and Cdc42 were quantified
and compared to basal signal (non-stimulated). The results shown (fold/basal) are the mean
+ SEM of three independent experiments. * P < 0.05.

(B) Timecourse of Shh-induced activation of endogenous Cdc42 and Racl in HEK293T

cells. Cells were treated with Shh for the indicated times and cell lysates were used in
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GST-Pak pull-down. Active forms of Racl and Cdc42 were quantified and compared to
basal signal (non-stimulated). The results shown (fold/basal) are the mean between two
independent experiments.

(C) Shh-treated COS7 cells (20 minutes, 5nM) also showed activation of endogenous
Cdc42 and Racl as determined by GST-Pak pull-down. NaCl stimulation (10 minutes,
100mM final) is used as positive control to validate the increase of endogenous Racl and
Cdc42 activation, since it was one of the positive controls able to induce GTPases
activation in our assay (see figure S1B). GTP-bound Racl and Cdc42 were quantified and

compared to basal signal (non-stimulated).

Figure 2. Shh stimulation activates Cdc42 and Racl in primary culture of
commissural neurons.

(A) Shh stimulation (5nM) leads to the increase of the GTP-bound form of endogenous
Cdc42 and Racl in primary culture of commissural axons isolated from stage E13.5 rat
embryos. Cultured neurons were lysed after Shh stimulation and activated Racl and Cdc42
were pulled down with GST-Pak pull-down. GTP-bound forms of Racl and Cdc42 were
quantified and compared to basal signal (non-stimulated). The results shown (fold/basal)

are the mean + SEM of three independent experiments. * P < 0.05; ** P < 0.005.

Figure 3. The cytoplasmic tail of Boc is tyrosine-phosphorylated.
(A) Boc-GFP deletion mutants were generated, with a total removal of the cytoplasmic tail
(Boc-Acyto-GFP), of the proximal half of cytoplasmic tail (Boc-A1-GFP) or its distal half

(Boc-A2-GFP). A Boc-GFP point mutant was also generated, where the Y899 is replaced
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by a phenylalanine (Boc-Y899F-GFP).

(B) All Boc-GFP mutants show the same subcellular localization than wild-type Boc-GFP.
In COS7 cells, GFP fluorescence from transfected Boc-GFP mutants was imaged using
Leica DM-IRB inverted microscope. (Scale bar: 10um)

(C) All Boc-GFP mutants are expressed and can be detected by immunoblot. Boc-WT-
GFP, Boc-A1-GFP, Boc-A2-GFP or Boc-Y899F-GFP were transfected into COS7 cells.
Lysates were used to probe for Boc-GFP expression, that was visualized by
immunoblotting with a GFP antibody.

(D) A basal phospho-tyrosine signal, specific for Boc’s cytoplasmic tail, is detected.
Control-GFP (Ctl-GFP), Boc-WT-GFP and BocAcyto-GFP plasmids were transfected into
COST7 cells. After anti-GFP immunoprecipitation (IP), phospho-tyrosine levels of Boc-GFP
were measured specifically by immunoblotting (IB) with an anti-phospho-tyrosine
antibody. These results are representative of four independent experiments.

(E) The proximal domain of Boc’s cytoplasmic tail carries the basal tyrosine
phosphorylation. COS7 cells were transfected with the indicated Boc-GFP mutants
plasmids. Cell lysates were subjected to anti-GFP immunoprecipitation and bound proteins
were analyzed by immunoblot using phospho-tyrosine antibody. Phospho-tyrosine signals
were quantified and compared to basal signal (non-stimulated). The results shown

(fold/basal) are the mean between two independent experiments.

Figure 4. Shh stimulation increases tyrosine phosphorylation of Boc, in a SFK- and
Smoothened-dependent manner.

(A) Tyrosine phosphorylation of Boc-GFP increases after Shh stimulation. Boc-GFP
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transfected COS7 cells were treated with Shh (5nM, 20 minutes). Lysates were subjected to
anti-GFP immunoprecipitation and Boc-GFP tyrosine phosphorylation was analyzed by
immunoblotting using a phospho-tyrosine antibody. These results are representative of
three independent experiments. Phospho-tyrosine signals were quantified and compared to
basal signal (non-stimulated). The results shown (fold/basal) are the mean £ SEM of three
independent experiments. ** P < 0.005.

(B) Increase of phosphorylation is detected on Boc-GFP after Shh stimulation. COS7 cells
were transfected with Boc-GFP. Cells were labelled with **P and stimulated with Shh for
20 minutes. An anti-GFP immunoprecipitation was performed on lysates and phosphate
incorporation on Boc-GFP was detected from the *’P signal. The *°P signals were
quantified and compared to basal signal (non-stimulated). The results shown (fold/basal)
are the mean between two independent experiments.

(C) Shh-induced increase of tyrosine phosphorylation of Boc-GFP requires both Src-
Family Kinases (SFK) and Smoothened (Smo) activities. COS7 cells transfected with Boc-
GFP were stimulated with Shh (20 minutes, 5SnM), in presence of the indicated antagonists,
such as 400nM of SANT-1 (a specific Smo inhibitor), 200nM of PP2 (a SFK inhibitor) and
200nM of PP3 (a PP2 chemical analogue that does not inhibit SFKs). Cell lysates were
used in immunoprecipitation against GFP-tagged Boc. Phospho-tyrosine signals were then

quantified and compared to basal signal (non-stimulated).
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Figure 3
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Figure 4
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SUPPLEMENTARY FIGURES LEGENDS

Figure S1. Endogenous GTPases activity can be measured using Racl and Cdc42
specific antibodies

(A) Cdc42 and Racl antibodies are specific for their respective target. COS7 cells were
transfected with control-GFP (Ctl-GFP), Cdc42-Myc or Racl-Myc. Cell lysates were
subjected to SDS-PAGE and analyzed by immunoblot (IB) using Cdc42 and Racl
antibodies, showing both endogenous and overexpressed levels of GTPases.

(B) Endogenous Racl and Cdc42 activation can be measured efficiently by GST-Pak pull-
down. Serum-starved HEK293T cells were treated with agonists reported to activate Cdc42
and/or Racl, such as insulin (3 minutes, 100nM), PMA (10 minutes, 100nM), FBS (20
minutes, 10%) and to induce hypertonicity, NaCl (10 minutes, 100mM). Cleared cell
lysates were used in GST-Pak pull-down. Endogenous levels of active (pull-down) and
total (input) Racl and Cdc42 were analyzed by immunoblot. GTP-bound forms of Racl

and Cdc42 were quantified and compared to basal signal (non-stimulated).
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1. RETOUR SUR LA DEMONSTRATION DE L’EXISTENCE DE LA VOIE NON-
CANONIQUE

Dans la littérature, plusieurs mécanismes tres dissemblables ont été décrits comme relevant
du fonctionnement non-canonique de la voie Hedgehog (Lauth and Toftgard, 2007;
Shyamala and Bhat, 2002; Yam et al., 2009 in press). Notons cependant qu’il est
généralement considéré que la définition premicre attribuée a la voie non-canonique est :
« signalisation impliquant les composantes de la voie Hedgehog, mais qui est indépendante
de la transcription médiée par les facteurs Gli» (Jenkins et al., 2009). Avant la
démonstration de I’existence de la voie non-canonique, plusieurs phénomenes biologiques
médiés par Shh étaient suspectés d’avoir recours a une telle activation non-classique, tels
que le guidage axonal (Charron et al., 2003) et la migration cellulaire (Hochman et al.,
2006) et nécessiteraient un remodelage rapide du cytosquelette indépendamment de la
transcription. Des expériences utilisant une lignée cellulaire de fibroblastes murins ont
indiqué un rdéle pour Shh dans le controle de la morphologie cellulaire. Shh induit la
formation de structures apparentées aux lamellipodes, concordant ainsi avec ses effets pro-
migratoires décrits auparavant dans la littérature. La migration cellulaire induite par Shh se
produirait en quelques minutes aprés I’ajout de Shh, tandis qu’une activité du rapporteur
des facteurs Gli ne montre d’activité qu’aprés une stimulation de 6 heures (Bijlsma et al.,
2007). Ces résultats s’additionnent aux premicres expériences montrant un role de guidage
pour Shh, ou il était démontré que le cone de croissance de neurones de Xenopus réagit a la
présence de Shh (Charron et al., 2003). Ces résultats, pointant vers une réaction rapide de la
cellule en présence de Shh, furent également corroborés dans les neurones commissuraux.
Le temps de réaction de I’axone envers un gradient de Shh fut d’ailleurs quantifié et s’avéra
étre de 8 minutes. I fut aussi clairement déterminé que le guidage axonal se fait
indépendamment de la transcription par les Gli, puisque ce phénomene n’est pas affecté par
la présence d’inhibiteurs de transcription ou par 1’expression d’un répresseur dominant des
Gli ; venant ainsi clore le débat et prouver I’existence de la voie Shh non-canonique (Yam

et al., 2009 in press).
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2. ANALYSE DES RESULTATS OBTENUS ET DES ACQUIS FOURNIS DANS LA
LITTERATURE

Une analyse de la compréhension actuelle de la voie Shh non-canonique intervenant lors du

guidage axonal sera faite a 1’aide (1) des observations décrites précédemment dans le cadre

de mon projet (voir chapitre II), (2) de données connues par communications personnelles

avec les membres de notre groupe de recherche et (3) des informations disponibles dans la

littérature. Un retour sera fait sur chaque acquis distinct contribuant a élucider le

fonctionnement du guidage axonal médié par Shh.

2.1. Boc est un récepteur pour Shh

Le rdle de Boc dans la voie non-canonique est encore largement inconnu. Il a toutefois été
démontré que sa présence est requise afin que Shh active la signalisation nécessaire au
guidage axonal (Okada et al., 2006). Il s’agissait d’ailleurs du point de départ pour lancer
mes travaux concernant I’étude de la signalisation induite par Boc lors du guidage par Shh.
Entretemps, nous avons acquis I’information supplémentaire que Boc est en mesure de
potentialiser la phosphorylation des SFK (Yam et al., 2009 in press). Cette observation
n’implique pas forcément un rdle indépendant pour Boc, puisque Boc pourrait simplement
médier une meilleure transmission du signal Shh vers Smo (en présentant efficacement Shh
a Ptc). Smo étant requis pour 1’activation des SFK, cette considération doit étre retenue.
Toutefois, un réle pour Boc pourrait tout de méme exister en paralléle, médiant ainsi une
activation des SFK de concert avec Smo. Etant donné que d’autres récepteurs de molécules
de guidage voient leur queue cytoplasmique modifiée en réponse au ligand (Li et al., 2004),
il est permis de penser que, de la méme fagon, une activation de la signalisation Shh-

dépendante ferait appel a une modification de la queue cytoplasmique de Boc.

2.2. La queue cytoplasmique de Boc est phosphorylée en tyrosine de facon basale

Les résultats démontrant que la queue cytoplasmique de Boc est phosphorylée en absence
de Boc sont intéressants en eux-mémes. Une phosphorylation basale peut permettre a Boc
de séquestrer certaines molécules ou encore générer une conformation de sa queue

cytoplasmique empéchant certaines interactions.
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2.2.1. Tyrosine(s) phosphorylée(s) de facon basale
Lors de mes expériences pour sonder la phosphorylation basale de Boc, il fut constaté que
les délétions de portions de la queue cytoplasmique, (soit de la portion proximale ou de la
portion distale), n’ont pas engendré une perte totale du signal phospho-tyrosine. On sait
pourtant que le signal phospho-tyrosine est spécifique a la queue cytoplasmique, car aucune
détection n’est observée chez le mutant Boc n’ayant plus de queue cytoplasmique. Ce
résultat indique que chaque portion de la queue cytoplasmique porte un minimum d’une
tyrosine phosphorylée.
Ensuite, il semblerait que la phosphorylation basale serait surtout présente sur une ou des
tyrosine(s) de la partie proximale de la queue cytoplasmique, puisqu’il y a une chute de
signal phospho-tyrosine associée a la troncation de cette portion. La portion proximale
semble donc la plus pertinente dans 1’é¢tude d’une potentielle interaction basale dépendante
d’une tyrosine phosphorylée.
Le résidu Y899 nous a particuliérement intéressés puisque cette tyrosine et les résidus qui
I’entourent sont conservés entre Boc et Cdo. Bien que ces deux molécules soient tres
semblables au niveau extracellulaire, leur queue cytoplasmique est plus divergente. Une
conservation de quelques résidus, impliquant une tyrosine de surcroit, a capté notre
attention et nous a pouss¢ a investiguer ce résidu en particulier. Toutefois, aucune baisse de
la phosphorylation basale chez le mutant Y899F n’a été observée, soit parce que (1) ce
résidu n’est pas phosphorylé au niveau basal ou (2) car plusieurs autres résidus sont
phosphorylés constitutivement et rendent la perte de la phospho-tyrosine 899 impossible a
détecter. La deuxiéme hypothése concorderait avec la déduction que la queue
cytoplasmique de Boc porte un minimum de deux tyrosines phosphorylée et
potentiellement plus encore. Le doute subsiste donc concernant le role de la Y899 dans une
régulation potentielle des interactions via une phosphorylation basale. En fait, les autres
tyrosines du domaine proximal devraient chacune étre mutées a leur tour afin d’avoir un
regard complet sur la question.
Il n’en reste pas moins que la queue cytoplasmique de Boc est phosphorylée en tyrosine et

qu’elle pourrait servir de point d’ancrage pour divers partenaires d’interaction.
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2.2.2. Interactions avec la queue cytoplasmique de Boc
Les interactions pour Boc décrites dans la littérature indiquent que cette protéine peut
interagir avec elle-méme (Kang et al., 2003), avec Shh (Okada et al., 2006; Yao et al.,
2006), avec les cadhérines (Kang et al., 2003), avec sa protéine sceur Cdo (Kang et al.,
2002) et peut-étre avec la néogénine (un récepteur de la Nétrine) au sein d’un complexe
impliquant Cdo (Kang et al., 2004). Shh est un ligand extracellulaire tandis que tous les
autres partenaires sont des protéines transmembranaires qui semblent interagir avec Boc via
leur domaine extracellulaire (Kang et al., 2003). Une interaction de Boc avec une molécule
intracellulaire a cependant déja été décrite, pour Bnip-2 qui est un facteur qui lierait aussi
Cdo et Cdc42 (Kang et al., 2008).
Des expériences de notre groupe ont constaté d’autres interactions intéressantes avec des
protéines liant Boc de fagon basale.

2.2.2.1. Elmol (voir section 5.4.2.2 du chapitre I)
L’interaction entre Boc et la protéine Elmol fut testée dans le laboratoire du Dr. Jean-
Frangois Coté, puis reproduite par mon collégue Steves Morin. Il fut observé par co-
immunoprécipitation qu’une interaction pour Boc et Elmol se produit de facon basale.
Toutefois, en présence de Shh, Elmol se détache de la queue cytoplasmique de Boc. Une
hypothése concernant sa translocation serait qu’elle aille lier la GEF DOCK180, laquelle a
été¢ décrite pour former un complexe avec Crkll et Elmo pour activer Racl (Gumienny et
al., 2001; Wu et al., 2001). Il fut effectivement détecté qu’apres stimulation a Shh, il y a
augmentation de ’interaction entre Elmo et DOCK 180 (communication personnelle, Steves
Morin). Cette interaction Boc/Elmol est ainsi trés prometteuse, car elle viendrait relier Boc
a une GEF pour Racl. On pourrait penser a un mécanisme ot Elmol est retenu a la queue
cytoplasmique de Boc de fagon basale, mais se détache en présence de Shh pour aller lier
DOCKI180 et activer Racl.
Ce phénomeéne pourrait étre dépendant de la phosphorylation de Boc. En identifiant plus
spécifiquement les résidus impliquées a 1’aide des mutants ponctuels, il serait possible
d’identifier si la perte d’une ou plusieurs tyrosines viendrait invalider ce mécanisme de
translocation d’Elmo1, de Boc vers DOCK180.
Cette hypothese est d’autant plus intéressante qu’un article récent a propos¢ DOCK180

comme ¢étant la GEF responsable de I’activation de Racl médiant I’attraction des neurones
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commissuraux par la Nétrine (Li et al., 2008). Toutefois, certaines nuances méritent d’étre
apportées face a ces résultats. Tout d’abord, les données obtenues dans cet article ont
volontairement ¢été exclues de I’introduction, car certains aspects nous paraissent
discutables. Principalement, 1’argument voulant que DOCKI180 est exprimé dans les
neurones commissuraux n’est aucunement corroboré par des expériences faites par notre
groupe. A I’aide des contrdles adéquats, il est indéniable que DOCK 180 n’est pas exprimé
dans les neurones commissuraux in vivo, selon des expériences d’immunohistochimie faites
par mon collégue Martin Lévesque. De plus, le messager de DOCK180 n’est pas détecté
par hybridation in sifu pour dans les neurones commissuraux. Finalement, les mutants
DOCK180 ne montrent pas de défauts de guidage des axones commissuraux.
Bien que DOCKI80 ne soit pas la GEF impliquée dans le guidage des axones
commissuraux, il est tout de méme possible que le mécanisme via Boc/Elmol soit valide,
mais qu’il ferait appel a un autre membre de la famille DOCK. En fait, Elmo1 peut lier les
DOCK des groupes DOCK-A et -B, dont certains membres sont exprimés dans le tube
neural. Un projet est actuellement en cours pour identifier les protéines DOCK qui seraient
impliquées.
En parallele, également dans les neurones commissuraux, une autre protéine GEF,
dénommée Trio, a récemment été décrite pour transduire la réponse a la Nétrine via
I’activation de Racl. Il s’agirait d’un médiateur requis pour la croissance et le guidage
induits par la Nétrine. En sachant que cette GEF est exprimée aux bons temps et endroit, et
qu’elle régule des phénomenes de guidage chimioattractifs, il faut rester a ’affut et
envisager que cette GEF pourrait aussi jouer un rdle dans d’autres mécanismes de guidage
des axones commissuraux, incluant ceux médiés par Shh (Briancon-Marjollet et al., 2008).
2.2.2.2. L’ubiquitine
Afin d’investiguer les modifications subies par la queue cytoplasmique de Boc, une
expérience de spectrométriec de masse a ¢été réalisée. Boc-GFP fut transfect¢ dans des
cellules en culture, puis immunoprécipité et migré sur gel de SDS-PAGE, pour ensuite étre
envoyé pour analyses par spectrométrie de masse. Plusieurs interactions ont été notées,
mais les scores de fiabilité ont souvent indiqué que certains résultats auraient avantage a
étre reproduits avant que I’on puisse se prononcer sur une interaction. Toutefois, une

protéine s’est démarquée du lot, ayant un haut score de fiabilité : I’'ubiquitine.
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Les ajouts d’ubiquitine sont trés fréquents dans la cellule et serviraient principalement a
médier la dégradation protéasome-dépendant des protéines ciblées. Dans le cas de Boc, ce
contréle potentiel de I’accumulation pourrait se faire au niveau basal ou de fagon Shh-
dépendante. Notons qu’il a récemment été¢ décrit que Shh régule la dégradation de SuFu via
la voie classique ubiquitination/protéasome (Yue et al., 2009). Concernant Boc, un
mécanisme de dégradation médié par I'ubiquitine serait soutenu par certaines de mes
expériences. Il fut observé a plusieurs reprises qu’une stimulation a long terme de Shh (plus
de 8 heures) induit une baisse des niveaux de Boc. Cette tendance n’a pas été quantifiée,
mais semble indiquer une action de régulation des niveaux de Boc induite par Shh;
impliquant cependant des temps de réaction beaucoup plus long que ceux qui nous
intéressent pour I’étude du guidage axonal.

Cependant, I’ubiquitination n’est pas uniquement associée a la dégradation de la protéine
ciblée : une mono-ubiquitination peut étre un signal médiant I’endocytose d’un récepteur
(Bourikas et al., 2005). Les p-arrestines fonctionneraient comme adaptateurs lors de ce
processus ; en effet, ces protéines peuvent interagir avec certains récepteurs ubiquitinés et
recruter la machinerie nécessaire a 1’endocytose de ce dernier (Mittal and McMahon, 2009).
L’hypotheése que Boc pourrait étre endocytosé¢ via une ubiquitination est attrayante,
spécialement lorsqu’on tient compte de deux points. Premiérement, la régulation de
I’endocytose des composantes de la voie Shh est un moyen déja connu pour gérer
’activation de la signalisation. Par exemple, Smo activé sera endocytosé via I’action de la
B-arrestine (Chen et al., 2004b). Et deuxiémement, en plus de montrer une interaction avec
I’ubiquitine, Boc peut lier la -arrestine.

2.2.2.3. B-arrestines (voir section 3.4.5. du chapitre I)

Une interaction entre Boc et les P-arrestines a été observée par co-immunoprécipitation par
ma collégue Luisa Izzi. La -arrestine 2 est spécialement intéressante de par sa capacité a
lier Smo en présence de Shh (Chen et al., 2004b; Meloni et al., 2006). L activation de la 3-
arrestine 2 médie la transduction de la voie canonique telle que décrite lors de
I’introduction. De plus, les p-arrestines sont également capables de recruter les SFK
(Luttrell et al., 1999), qui sont les seules composantes identifiées pour la voie Shh non-
canonique. Les (-arrestines pourraient ainsi constituer le premier point ou la signalisation

induite par Shh peut bifurquer. Les -arrestines auraient les caractéristiques attendues pour
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remplir ce rdle, car elles sont capables (1) d’étre activées par un signal Shh et (2) d’induire
une activation des voie canonique et non-canonique.

Dans un contexte de voie canonique, |’interaction entre les f-arrestines et Boc viendrait
expliquer la potentialisation de la réponse transcriptionnelle induite par Boc, en dehors de
la théorie de présentation de Shh a Ptc. Dans un contexte de voie Shh non-canonique, la
capacité des P-arrestines de lier a la fois Smo et Boc viendrait expliquer pourquoi
I’activation des SFK est modulée par ces deux protéines a la fois. De surcroit, un role des
[-arrestines contribuerait a expliquer comment Boc et Smo pourraient toutes deux étre
requises pour le guidage axonal (voir figure 9). Finalement, il faut noter que les p-arrestines
ont ét¢ décrites pour leur capacité a recruter des protéines vers certains récepteurs, des
facteurs tels que les SFK par exemple (Luttrell et al., 1999).

2.2.2.4. Fyn, une kinase de la famille Src (voir section 6.1.1. du chapitre I)

Fyn est une des kinases de la famille Src (SFK) et est exprimée dans les neurones
commissuraux (Yam et al., 2009 in press). Une interaction entre cette kinase et Boc a été
découverte via des expériences de co-immunoprécipitation faites par Luisa 1zzi au sein de
notre équipe. Src posséde un domaine SH3 et un domaine SH2, pouvant médier diverses
interactions avec des substrats et régulateurs. Le domaine SH3 vient lier un motif riche en
proline, ayant pour séquence concensus PPXP. Sur la queue cytoplasmique de Boc, la
séquence la plus similaire contient les résidus TPPPT et est située complétement au bout de
la queue cytoplasmique (sur la portion distale) ; un tel motif n’est pas consensuel et n’est
donc pas envisagé a priori pour expliquer I’interaction Boc/Fyn. Toutefois, étant donné que
les domaines SH2 lient les tyrosines phosphorylées, ce domaine de Fyn devient fort
intéressant pour un interaction avec Boc. En effet, la démonstration de la présence d’au
moins deux résidus phospho-tyrosine sur la queue cytoplasmique de Boc est totalement
compatible avec une interaction de Boc et Fyn, via le domaine SH2 de cette derniére. Bien
que les SFK lient en général les tyrosines phosphorylées via leur domaine SH2, ils
montrent leur affinité la plus haute pour la séquence consensus pYEEI (Ingley, 2008), qui
n’est pas présente (de prés ou de loin) sur la queue de Boc. Malgré tout, cette interaction
semble significative, spécialement lorsque mise en contexte avec la transduction de la voie

Shh non-canonique.
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2.3 Boc est phosphorylé aprés stimulation a Shh

Aucune modification de Boc aprés une stimulation a Shh n’avait encore été décrite. Nous
avons ¢t¢ les premiers a observer une augmentation de la phosphorylation en tyrosine sur la
queue cytoplasmique de Boc. Ces résultats furent cependant obtenus en lignée cellulaire ;
cette augmentation de la phosphorylation pourrait donc étre circonstancielle et ne pas étre
liée au guidage axonal dans les neurones commissuraux (voir aussi section 3.1 du présent
chapitre). Toutefois, il faut rappeler que dans les neurones, Boc potentialise 1’activation des
SFK, lesquelles sont requises pour le guidage axonal (Yam et al., 2009 in press). D’ailleurs,
il a été démontré que Boc est requis pour le guidage, puisque ’attraction Shh-dépendante
des neurones commissuraux est perdue lorsque ceux-ci sont €lectroporés avec des siRNA
contre Boc (Okada et al., 2006). Quelques expériences pour mesurer la phosphorylation de
Boc endogeéne dans les neurones (aprés stimulation a Shh) furent tentées étant donné
qu’une immunoprécipitation a 1’aide d’un anticorps anti-Boc était possible. Cependant, les
niveaux de Boc (méme aprés immunoprécipitation) n’étaient pas suffisants pour mesurer
une hausse de phosphorylation et auraient nécessité une quantité d’embryons impossible a
obtenir de facon pratique. L’étude de la hausse de phosphorylation de Boc a I’aide des
cellules COS7 s’avérait donc étre un modele plus accessible.

Ainsi en tenant compte (1) que Boc est requis pour le guidage des axones commissuraux et
(2) que Boc montre une hausse de phosphorylation Shh-dépendante, cela suggére qu’un
mécanisme de transduction via la phosphorylation de la queue cytoplasmique de Boc
pourrait avoir lieu lors du guidage axonal des neurones commissuraux. La caractérisation
de cette phosphorylation induite par Shh aurait d’ailleurs pu étre testée a 1’aide des mutants
de délétion Boc. De plus, bien qu’une mutation de la tyrosine Y899 n’induit pas une perte
de phosphorylation basale, celle-ci pourrait étre impliquée dans la hausse de
phosphorylation Shh-dépendante du récepteur Boc. Des expériences avec le mutant Y899F
(apres stimulation a Shh) pourraient ainsi venir valider cette hypothése.

La phosphorylation d’un récepteur est un type de régulation courant, qui fut été décrit dans

plusieurs systémes de guidage, impliquant fréquemment les SFK.
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2.4. Les SFK sont requises pour la phosphorylation de Boc et pour le guidage

Les SFK ont été décrites pour phosphoryler la queue cytoplasmique de récepteurs de
guidage apres que ceux-ci aient lié leur ligand. Le cas de DCC, un récepteur de la Nétrine
montrant une structure trés semblable a Boc, est particulierement intéressant. En présence
de Nétrine, il y a augmentation de la phosphorylation en tyrosine sur la queue
cytoplasmique du récepteur de fagon SFK-dépendante. Dans un cas, la kinase impliquée
serait Src ; il fut décrit qu’elle interagit avec DCC de facon basale et que cette interaction
est accrue en présence de Nétrine (Li et al., 2004). Un autre groupe a également démontré
que DCC est phosphorylé par une SFK, a la différence pres qu’il s’agirait plutdt de Fyn. Il
fut aussi décrit que I’inhibition des SFK empéche le virage du cone de croissance en
direction de la source de Nétrine. De plus, une tyrosine spécifique sur la queue
cytoplasmique de DCC fut associée a I’effet de croissance induit a la Nétrine (Meriane et
al., 2004).

Il est possible d’établir un parallele dans le contexte du guidage médié par Shh et par la
Nétrine. En effet, nous sommes également en présence d’une hausse de phosphorylation du
récepteur induite par le ligand, ainsi que d’une SFK (Fyn) capable de lier la queue
cytoplasmique du récepteur. De plus, une activation de Shh induit 1’activation des SFK,
activation qui peut d’ailleurs €tre potentialisée par la présence de Boc. Mis ensemble, ces
¢léments expliqueraient que les SFK soient requises pour la phosphorylation de Boc,
puisqu’il pourrait s’agir de la kinase responsable de cet effet. De plus, le lien entre la
phosphorylation de Boc et les SFK contribuerait a expliquer pourquoi Boc et les SFK
toutes deux requises pour le guidage : il en serait ainsi car elles participeraient au sein du
méme complexe pour transduire le signal Shh.

En plus de leur capacité a phosphoryler les récepteurs de guidage, il faut également tenir en
compte que les SFK possédent une panoplie d’autres substrats. Du moins, la gamme
impressionnante de substrats déja identifiés indique que les SFK activées seraient en
mesure d’influencer directement certains régulateurs du cytosquelette. Shh pourrait donc
médier son action sur le cone de croissance via I’activation des SFK. De plus, en tenant
compte du fait qu’une SFK lie le récepteur Boc, on peut proposer 1’hypothése que la
reconnaissance de Shh par Boc induit une activation locale des SFK qui viendrait stimuler

la polymérisation d’actine sur le site de détection. En fait, cette hypothese serait supportée
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par des expériences faites avec des neurones commissuraux soumis a un gradient stable de
Shh. Ceux-ci montrent une plus grande proportion de SFK activées distribuées du coté du
cone de croissance faisant face au gradient de Shh (Yam et al., 2009 in press).

Plus particuliérement, il faut rappeler qu’un des substrats de Src est p130“*®, qui est décrite
pour pouvoir recruter le complexe CrkII/DOCK180/Elmol (Huveneers and Danen, 2009).
En considérant la régulation Shh-dépendante du complexe DOCK/Elmo via la queue
cytoplasmique de Boc, il est permis d’envisager un lien entre I’activation des SFK et le
contrdle du cytosquelette via les GEF de la famille DOCK.

Finalement, il faut souligner que I’activation des SFK est dépendante de Smo (Yam et al.,
2009 in press). Cette derniére viendrait ainsi induire ses effets sur le guidage en passant par
I’action des SFK, expliquant ainsi que Smo soit un effecteur essentiel a la voie non-

canonique.

2.5. Smo est requis pour la phosphorylation de Boc et pour le guidage

Smo est la seule composante ayant été clairement démontrée pour étre absolument requise a
la fois pour le guidage axonal (Charron et al., 2003) et pour les effets de transcription par
les facteurs Gli (Murone et al., 1999). En addition de 1’activation Smo-dépendante des SFK
par Shh (Yam et al., 2009 in press), il fut observé que Smo est requis pour I’augmentation
de la phosphorylation de la queue cytoplasmique de Boc. L’amas grandissant de données
pointe vers une activation séquentielle Shh—>Smo—SFK—>phosphorylation de Boc (voir
figure 9). Toutefois, étant donné que Boc potentialise I’activation de SFK, il pourrait plutot
y avoir une collaboration entre les SFK et Boc pour leur activation mutuelle. Il n’en reste
pas moins que Smo contrdle la phosphorylation induite de Boc et P’activit¢ des SFK,

expliquant qu’il soit requis pour la transduction de la voie non-canonique.

2.6. Shh induit une activation rapide des petites GTPases Cdc42 et Racl

Ultimement, l’intégration des signaux de transduction induits par Shh génére un
remodelage consensuel du cytosquelette pour engendrer une attraction du cone de
croissance. Le lien manquant entre ce constat et les événements de signalisation décrits plus

haut pourrait étre contenu en partie dans 1’activation des petites GTPases Rho.
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Dans I’¢tude de la chimioattraction par Shh, nous avons étudié I’activation de Cdc42 et
Rac. Sonder I’activité de RhoA aurait également été pertinent compte tenu de sa capacité a
influencer le cytosquelette. De plus, RhoA a ét¢ impliqué, avec une protéine G, dans un
mécanisme Smo-dépendant responsable de 1’activation transcriptionnelle de la voie Shh
ainsi que de la croissance de neurites. RhoA pourrait donc potentiellement constituer un
point de bifurcation des voies Shh canonique et non-canonique, comme pourrait 1’étre Smo
(Kasai et al., 2004).

Néanmoins, les roles typiques de Cdc42 et Racl, promouvant le cytosquelette, étaient
compatibles avec I’attraction médiée par Shh que nous voulions étudier. Il fut observé pour
la premicre fois que Shh active les GTPases Racl et Cdc42 dans les neurones
commissuraux. En faisant le lien entre le remodelage du cytosquelette et Shh, ces résultats
solidifient la place de la voie Shh non-canonique lors du guidage, puisque ’activation des
GTPases se fait en des temps beaucoup plus courts que ceux requis par la machinerie
transcriptionnelle. Le lien immédiat entre 1’activation des GTPases, les événements
d’activation des SFK et la phosphorylation de Boc doit cependant étre investigué
davantage, afin de connecter la voie Shh non-canonique, a partir du ligand jusqu’aux
acteurs responsables du remodelage du cytosquelette. L’importance des roles de SFK et de
Smo pourrait étre davantage investigué a 1’aide d’inhibiteurs spécifiques pour ces facteurs.
Pour D’activation de Racl, on peut spéculer sur un réle du complexe DOCK/Elmo.
Concernant Cdc42, I’activation de celle-ci pourrait étre médiée directement par certaines
GEF contrdlées par les SFK (Miyamoto et al., 2003).

Afin que soient ultimement reliés les événements de phosphorylation de Boc et d’activation
des GTPases (tous deux induits par Shh), il aurait été intéressant de tester si la
phosphorylation de Boc est requise et/ou suffisante pour [’activation des GTPases.
L’activation des GTPases par Shh peut étre mesurée au sein de cellules transfectées avec le
récepteur Boc pour vérifier si Boc est suffisant pour potentialiser 1’activation de celles-ci.
Cette expérience a ¢été réalisée (données non-montrées) et a semblé indiquer que la
surexpression de Boc potentialise I’activation des GTPases induite par Shh. Ce lien entre
Boc et les GTPases est pertinent, mais ces expériences étaient sujettes a différentes
variations expérimentales, potentiellement dues aux niveaux d’expression de Boc pouvant

faiblement varier et a la grande sensibilité¢ du systéme de mesure de I’activité des GTPases.
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Afin de tester si Boc est requis pour I’activation Shh-dépendante des GTPases, des
expériences du méme type pourraient étre faites, a 1’aide de cellules transfectées avec des
ARN silenceurs pour Boc. Les mutants ponctuels ou de délétion peuvent aussi étre
transfectés pour tester s’ils peuvent potentialiser 1’activation GTPases par Shh. Certains de
ces mutants pourraient aussi se comporter en mutants dominant négatif et empécher le

signal Shh d’étre transduit, en liant le ligand sans activer la signalisation nécessaire.

3. RECONCILIATION DES CONCEPTS ABORDES
3.1. Justifications des modeles cellulaires utilisés

L’étude des mécanismes régissant les petites GTPases Rho impliquait un certain défi
technique, puisqu’il fallait détecter une activation endogene de petites GTPases dans une
culture de neurones embryonnaires. Certes, les neurones embryonnaires peuvent étre
cultivés et utilisés en biochimie, mais la dissection des embryons requiert du temps et une
certaine habilité¢ de dissection. De plus, le matériel cellulaire pouvant étre utilisé est limitant
puisqu’une portée compléte d’embryons génére de 1’ordre de 5 millions de cellules une fois
mises en culture. Il faut aussi garder en téte que les neurones en culture, contrairement a
d’autres types de cultures primaires, ne se divisent pas et ne peuvent donc pas étre soumis a
des passages cellulaires in vitro dans le but de les amplifier et les congeler. En plus du
nombre de cellules, le matériel cellulaire (utilisable pour les études biochimiques) est
encore davantage limitant d0 au fait que les neurones possédent une morphologie
particuliere, avec un petit corps cellulaire et un long axone, et ne peuvent étre ensemencées
en confluence tres élevée. De surcroit, il faut garder en téte que 1’activation des GTPases
peut potentiellement se faire seulement au sein du cone de croissance, qui représente une
minorité de la proportion du matériel cellulaire d’un lysat de culture de neurones. Mis
ensemble, tous ces ¢éléments nous obligeaient a tout d’abord observer I’activation des
GTPases dans un autre modele cellulaire et optimiser les conditions d’activation, avant de
travailler avec les cultures de neurones ; particuliérement si I’on considere notre position
initiale ou I’activation de Rac1 ou Cdc42 induite par Shh n’avait encore jamais été€ observée

ou publiée.
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Nous avons ainsi opté pour mesurer ’activation de Racl et Cdc42 dans les cellules COS7
et HEK293, qui étaient disponibles au laboratoire et s’étaient avérées étre d’excellents
outils pour d’autres expériences au laboratoire. Les cellules « CV-1 in Origin and carrying
SV40 genetic material - 7 » (COS7) sont dérivées de cellules de rein de singe immortalisées
(Gluzman, 1981), tandis que les cellules « Human Embryonic Kidney - 293 » (HEK293)
ont été générées par transformation de cultures de cellules rénales humaines embryonnaires
(Graham et al., 1977). Bien que les cellules HEK293 soient généralement considérées
comme dérivant de fibroblastes rénaux, il semblerait que cette lignée comporte davantage
de propriétés appartenant aux cellules neuronales. Ceci serait potentiellement di a la
transformation initiale de cellules de lignage neuronal présentes au sein de la culture
originale de tissu de rein (Shaw et al., 2002).

De par diverses expériences réalisées au laboratoire, nous avons observé que les cellules
COS7 expriment certaines composantes de la voie Shh, telles que Boc et Smo, quoique
plutot faiblement (communication personnelle - Steves Morin). L expression de ces acteurs
de la voie Shh dans les COS7 nous permet donc de supposer que la propagation du signal
Shh pourrait étre conservée chez ces cellules, du moins au niveau de la régulation des
protéines membranaires. Les cellules COS7 constituent donc un outil permettant
I’obtention plus aisée de résultats pertinents pour étudier la voie de signalisation Shh. Ces
cellules furent d’ailleurs utilisées dans cette optique quand nous avons voulu étudier la
phosphorylation de Boc induite par Shh. L’¢lectroporation du récepteur Boc aurait pu étre
faite dans les neurones et ceux-ci étre stimulés avec Shh, mais la faible quantité de matériel
obtenu avec les neurones, additionné au taux d’électroporation moins grand que les taux de
transfection des COS7, augurait de grandes difficultés techniques. Ainsi, 1’obtention de
résultats au sein des COS7 reste un excellent indicateur d’un effet Shh-dépendant sur le
récepteur Boc.

Quant aux cellules HEK293, I’absence d’expression détectable de Smo au sein des
HEK293 a été notée par certains groupes (Meloni et al., 2006). Paradoxalement, ce type
cellulaire a tout de méme été utilisé pour 1’é¢tude des mécanismes moléculaires régissant la
voie Shh (Chen et al., 2004b). Il semblerait que le signal Shh est transduit jusqu’aux
facteurs Gli de fagcon normale, si Smo est exprimé de fagon exogeéne (Meloni et al., 2006).

Les cellules HEK293 constituent ainsi un outil différent des COS7, puisqu’elles pourraient
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permettre de vérifier si le signal Shh requiert ou non la protéine Smo. Etant donné que nous
avons observé une activation Shh-dépendante des GTPases dans les HEK293, nous
pouvons poser 1’hypothése que le signal Shh ne requiére pas Smo ; quoique cela serait
cependant surprenant, considérant que Smo est requis pour le guidage axonal (voie non-
canonique). Une seconde hypothése serait plutot que les HEK293 expriment des niveaux
extrémement faibles de Smo, mais que ces niveaux suffisent a la transduction du signal Shh
vers les GTPases. Cette deuxiéme hypothése ne concorderait toutefois pas avec les données
(non-montrées) par Meloni ef al. concernant le transduction de la voie classique, mais n’est
pas forcément incompatible avec les mécanismes régissant la transduction de la voie non-
canonique. Finalement, il se pourrait que les deux hypothéses soient valides dépendant de
la lignée HEK293 utilisée : les lignées établies changent et mutent au rythme des passages
cellulaires, en plus de ne pas forcément étre exactement les mémes utilisées par différents
groupes. Il est ainsi possible que les cellules HEK293 utilisées par Meloni ef al. ne
produisent pas d’effecteur Smo endogene, tandis que les HEK293 que nous cultivons au
laboratoire expriment encore faiblement Smo. Les expériences d’activation des GTPases
par Shh en présence d’inhibiteurs pharmacologiques de Smo (proposées a la section 2.6)

pourraient venir conclure le débat sur le sujet.

3.2. Résumé de la compréhension actuelle du modéle proposé
Les acteurs et les mécanismes impliqués dans la transduction de la voie Shh non-canonique
commencent a faire surface. Afin que se fasse correctement le guidage axonal, les protéines
Smo, Boc et SFK sont requises. En présence de Shh, Boc et les SFK agiraient
potentiellement 1’'une sur 1’autre : les SFK en phosphorylant Boc, et Boc en potentialisant
I’action des SFK de concert avec une activation via Smo. Smo est d’ailleurs requis non
seulement pour I’activation des SFK, mais aussi pour la hausse de phosphorylation de Boc.
L’action de Shh vient également activer les petites GTPases Racl et Cdc42. L’activité de
celles-ci constitue le point de contrdle du remodelage du cytosquelette et fut démontrée
pour étre régulée par Shh dans les neurones commissuraux en développement. Le controle
de Pactivité de Racl et Cdc42 pourrait faire appel au complexe DOCK/Elmo ou a I’action
de substrats des SFK. Ces mécanismes d’activation de Racl et Cdc42 restent encore a étre

identifiés afin que soit connectée entierement la signalisation induite par Shh, a partir du
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ligand jusqu’aux petites GTPases Rho contrélant le remodelage d’actine requis pour

réorienter le cone de croissance lors du guidage axonal.
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Figure 9. Schéma décrivant ce qui est connu de la transduction de
la voie Shh non-canonique. En présence de Shh, il y activation de
Smo, qui est requis a la fois pour les événements transcriptionnels et
pour le guidage axonal. Il y a également activation des SFK, qui
voient leur activité affectée par Smo et Boc. Aprés stimulation a Shh,
une hausse de phosphorylation en tyrosine de Boc Smo- et SFK-
dépendante est détectée. Le role des f-arrestines est encore inconnu,
mais elles seraient en mesure de lier les protéines Smo et Boc.
Finalement, il fut également détecté que les petites GTPases Racl et
Cdc42 sont activées sous 1’effet de Shh.
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